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L. INTRODUCCION
I.| GENERALIDADES
El término enterococo lo utilizdé por vez primera Thiercelin en 1899 para describir a los
diplococos grampositivos provenientes de las heces. Los estudios realizados en Ia
siguiente década hicieron referencia a esos aislamientos como Strepfococcus faecalis;
y fue hasta 1984 cuando mediante tecnologia de DNA, se formd el género

Enterococeus, el cual incluye a 19 especies en la actualidad.

Enterococeus faecalis es una bacteria Gram positiva en forma de coco que puede
encontrarse en pares, cadenas cortas y en forma aislada. Es un microorganismo
anaerobio facultativo, catalasa negativo, crece en concentraciones de NaCl de hasta
un 6.5% e hidroliza Ia esculina en presencia de sales biliares; hidroliza pirrolidonil-B-
naftilamida, reacciona con el antisuero D de Lancefield y crece en presencia de telurito
de sodio. La temperatura Sptima de crecimiento es de 35°C con un intervalo amplio
entre 10-45°C. Las pruebas que aparecen en la tabla No. 1 se utilizan para la
identificacion y diferenciacion de Enferococcus de ofros cocos Gram positivos catalasa

negativos (18, 33, 41, 54).

La naturaleza de esta bacteria le permite crecer y desarrollarse en condiciones hostiles,
por lo gue se puede encontrar en diverso sitios como en e! suelo, comida, y agua, y
utiliza como reservorio a animales, Enterococcus faecalis habita el tracto
gastrointestinal y es una de las bacterias mas cominmente aislada en heces de

humanos (figura 1) (18, 30, 33, 41).



Tabla No. 1 Caracteristicas fenotipicas de cocos gram positivos, anaerobios facultativos,
catalasa negativa.

VAN PYR BE NaCl DES.A10 C DES.A45 C MOT
Enterococeus 8 + v

+ + + +

Vagococcous S + + + + - +
Lactococcus s + + v + - -
Leuconostoc R - v v + v -
Streplococcus S - - - v v -
Globicatella S + - + - - .
Pediococcus R - + v - + -
Tetragenococcuss | S - + + - + -
Aerococcus S + v + - + -
Gemella S + - - - - N
Helcococcus S + + + - - -
Alloiococcus S + + + - - -

Abreviaturas: VAN, susceptibilidad a vancomicina; PYR, produccion de pirrolidonilarilamidasa; BE,
reaccién en el medio de bilis esculina; NaCl, desarrollo en caldo con 6.5% de NaCl; MOT,
motilidad; S, susceptible; R, resistente; -,<5% dan reacciones negativas; >85% dan reacciones
positivas; V, reacciones variables.

Medificado de Facklam, R. R. and L. M. Texeira. 1996.

Es un microorganismo de fécii crecimiento, desarrolla bien en agar soya tripticaselna
(TSA), agar infusién cerebro corazén (BHI) o cualquier base de agar adicionada con 5%
de sangre de carnero, inciuso Ja presencia de azida de sodio no impide el desarrolio
satisfactorio de esta bacteria (30, 33). Algunos cuitivos de Enterococcus faecalis
pueden ser beta hemollticos en agar que contiene sangre de conejo, cabalio 0 humana,

pero no con sangre de cordero. Las colonias tienen generalmente entre 1 y 2 mm de

didmetro (17, 18, 33, 41).



Intestioo

Figura 1. Habitat natural de Enterococcus faecalis. A) Corte transversal de intestino y en azul
se muestra la bacteria adhetida a la mucosa intestinal. B) Desarrollo de ¢olonias en base de agar
sangre.

1.2 PATOGENESIS.

Enterococcus faecalis se enguentra en heces de adultos sanos y es reconocido como
patdgeno potencial en humanos debide a que se vincula con una gran variedad de

cuadros clinicos, siendo los mas importantes, por su gravedad o frecuencia, los

siguientes:

1.- Endocarditis, los enterococos causan entre el 5% y el 10% de las endocarditis
bacterianas, siendo Enterococcus faecalis la especie que mas se ha recuperado (30,
33, 36, 41). La endocarditis enterocdcica es mas frecuente en adultos mayores de 65

afios, ocasionalmente ocurre en nifios. Los factores de riesgo para presentar



endocarditis incluyen: infecciones en las vias genitourinaria y biliar; asf como diversas

patologlas cardiacas estructurales, aunque puede presentarse sin ellos (15, 30).

2.- Bacteremia enterocdcica: es mas comin que la endocarditis enterocécica; su
mortalidad es mayor cuando se asocia con guemaduras, infecciones adquiridas en
hospital y con enfermedades graves(30, 41). La bacteremia enterocdccica sin
endocarditis con frecuencia tiene su origen en las infecciones del aparato urinario. (33,

36, 40).

3.-Infecciones del aparato urinario: en pacientes hospitalizados entre el 5% y el 10% de
ellas son causadas por Enteroccccus faecalis. Se han reportados casos de prostatitis v
abscesos perirrenales. El Centro para el Control de las Enfermedades en Aflanta, Ga.,
EUA, reporta que Enterococcus faecalis ocupa el tercer lugar como causante de
infecciones del tracto urinario {14.8%) (40, 41). Los factores gue contribuyen a la
adquisicion de este tipo de infecciones son: instrumentacion frecuente en vias urinarias,
terapia antimicrobiana, inmunosupresion y/o desnutricidn def paciente y la transmisién

de organismos resistentes (33).

4.- Formacion de abscesos. 1os enterococos se han encontrado como flora normal en
casi el 17% de los cultivos vaginales de rutina, sin embargo, pueden causar y/o
confribuir a la formacién de abscesos pélvicos y abdominales. Enferococcus faecalis
también puede causar salpingitis aguda, infeccidn puerperal con bacteremia y sepsis y

la formacién de abscesos postcesarea (33, 41).



5.-Infeccion neonatal. Aunque el estreptococo del grupo B y Escherichia colfi son la
causa mas comin de infeccion neonatal, se ha establecido que Enterococcus faecalis

también la puede producir (3).

6.-Meningitis. Los enterococos pueden causarla en escolares y en adultos. De los
casos estudiados de meningitis enterocécica, se encontré que los pacientes habian
cursadc previamente con una enfermedad primaria de larga evolucion, se les habfan
practicado procedimientos invasivas en el sistema nervioso central, habian tenido una

terapia antimicrobiana o bien una combinacidn de las fres situaciones (41).

1.2.1 Enterococcus faecalis como patdgeno nosocomial.
Los estudios realizados indican que, Enterococcus faecalis participa como agente
productor de infecciones nosocomiales {18, 30, 33, 41), ubicandose en el tercer lugar
de esta categoria {58). Se ha demostrado la transmisidn de estas bacterias de persona

a persona (30, 58).

E! incremento de infecciones vinculadas a  Enferococcus se puede relacionar al uso de
agentes antimicrobianos, a la manipulacién de vias vasculares con agujas, al uso de
catéteres urinarios y otros procedimientos invasivos; asi como al estado inmune de los
pacientes. E! uso de agentes antimicrobianos que no tienen actividad contra
enterococos, se ha implicado como un factor importante en & desarrollo de una

superinfeccion enterocéeica (1, 12, 30, 40, 41, 42,



En la patogénesis de Enferococcus faecalis los factores de virulencia son: la
produccién de hemolisinas, sustancias agregativas y adhesinas. Las adhesinas son
citotoxinas que lisan eritrccitos humanos, de caballe y de conejo; al parecer las
hemolisinas y las sustancias agregativas contribuyen a su virulencia en 1a endocarditis

experimental (18, 35, 41).

1.3 RESISTENCIA A LOS AGENTES ANTIMICROBIANOS.
Uno de los mecanismos en la patogénesis de Enferococcus faecalis, es la resistencia

myitipie a los antimicrobianos (15, 18, 40, 43) la cual puede ser de dos tipos:

a) Resistencia intrinseca. Se caracteriza porgue se encuentra codificada en el gendforo
bacteriano, estd presente en la mayor parte de las cepas. Se manifiesta para
cefalosporinas, clindamicina, trimetoprim-sulfametoxazol, PB-lactdmicos vy
aminoglucgsidos. El estudio de los dos lOitimos grupos es importante ya que el
fratamiento de eleccidén es una combinacion de ambas drogas (un p-lactdmico y un
aminoglucosido) (5, 11, 15, 18, 20, 31, 36, 41, 49) . La resistencia infrinseca esté

relacionada a una mutacién, favorecida por ia presion seiectiva del antibidtico (36).

La resistencia de Enterococcus faecalis a los B-lactamicos &s un rasgo caracteristico de
estos microorganismos y parece ser debida a una baja afinidad de las proteinas
fijadoras de penicilina; la resistencia a bajas concentraciones de aminoglucdsidos
relacionada con un incremento en la densidad de 1a pared que evita el ingreso del
antibibtico, es también una propiedad inherente en los enterococos (1, 2, 41, 49, 52). El

grado actual de resistencia varia entre los diferentes aminoglucésidos, la concentracién



inhibitoria minima (CIM} de estreptomicina o kanamicina es de alrededor de 250 pg/mi,

mientras que para gentamicina o tobramicina es de 8 a 64 pgfml (36, 41).

Se postula que la resistencia a bajas concentraciones de aminoglucdsidos se debe a la
impermeabilidad de la pared para el ingreso del antibiético a la bacteria (38). Cuando
los enterococos se desarrollan en presencia de un agente inhibidor de la pared celular
come penicilina ¢ vancomicinag, l2 pared se hace menos densa y la probabiliidad de
ingreso del antibidtico a la bacteria es mayor; por 1o que, el aminoglucdsido por si solo
es capaz de eliminar a la bacteria (54). Se conoce bien el efecto sinérgico de un

inhibidor de la pared celular mas un aminoglucdsido (20, 33, 35, 41, 49).

b) Resistencia Adquirida. La resistencia adquirida, resulta de la adquisicion de nuevo

DNA a través de plasmidos y transposones (33, 38). Se conocen tres mecanismos.

A. Feromonas. Consiste en que [a célula donadora presenta un plasmido inducible a
feromonas. La unign de la feromona gue es producida por la célula receptora, inicia en
la donadora una via de sefializacidon, que resulta en la expresion de las funciones de

conjugacion {18, 36, 41).

B. Transposones conjugativos. Se encuentran ampliamente distribuidos entre los Gram
positivos, y son elementos genéticos moviles, los cuales son transferides usando como
vehiculo a plasmidos conjugativos o fagos transductivos y codifican para la resistencia

a cloranfenicol (2, 18, 36).



C. Plasmidos de intervalo amplio. Ocurre de Enterococcus a otros géneros bacterianos
incluso a Gram negativos. Se ha descrito ia transferencia de genes en plasmidos como
aphA-3 que codifica para la fosfotransferasa de la amikacing y kanamicina entre

Enterococcus, Streptocaccus, Staphylococcus y Campylobacter (2, 36, 41, 49).

La adquisicidn de material genético transferible, confiere resistencia a cloranfenicol,
clindamicina, eritromicina y tetraciclina; la produccidon de B-lactamasas asi como la
resistencia a penicilina sin produccion de p-lactamasas; e incluso la resistencia a altas
concentraciones (High Level Resistance) de vancomicing y aminoglucosidos (2, 18, 33,

35, 36, 41). Enterococcus fagcalis, ha mostrado variados mecanismos de resistencia.

La tabla 2 resume tales mecanismos.

Tabla2. Patrones principales y mecanismos de resistencia en Enterococcus.

Patron de resistencia

Altos niveles de resistencia a
aminoglucdsidos.
Gentamicina

Kanamicina

Estreptomicina

Mecanismo de resistencia

Enzimatico. Produccién de enzimas
modificadoras del aminoglucésido como
acetil transferasas (AAC), fosfotransferasas
{APH) y nucleotidiltransferasas {ANT) las
cuales modifican el aminoglucésido
disminuyendo la unién del aminoglucdsido
al RNA ribosomal.

Resistencia a glicopéptidos
Vancomicina
Teicoplanina

Pr idn roteinas in ibl
relacionadas a la unidn y subsecuente
modificacién enzimatica del pentapéptido
precursor del peptidoglicano (VAN A, VAN
B, VAN G v VAN semejante a C,

Resistencia a lactamicos
Penicilina
Ampicilina

Digmin la afinidad a la penicilina por
parte de las proteinas que fijan penicilina o
por produccidon de lactamasas.

Resistencia al cloranfenicol

Produccion de la enzima cloranfenicol acetil
transferasa (CAT).

Resistencia al grupo MLS (macrdlidos,
lincosamidas y estreptogramina b).

Produccidn de enzimas metilasas

Tomado de Facklam and Teixeira, 1997



1.4 RESISTENCIA A ALTAS CONCENTRACIONES DE AMINOGLUCOSIDOS.
En Enterococcus faecalis, la resistencia a los aminoglucdsidos esta mediada por
modificacion enzimética del antibiotico. Los genes responsables (aac, aph y ant} estan

localizados en plasmidos transferibles (Figura 2} (7, 18, 32, 36, 37, 41)

Sere ANTIE)

<an Tob EArmi
ANT a0

Gen

Kan Nea (AM
ARH (2" 1

Hen Kan
Tob LA, Nes )
APH{2TAACE)

Kan Tobh Sis Net
ALCHET

Figura 2. Mecanismo de resistencia de los enterococos a los aminoglucésidos. ANT=
aminoglucésido nucleotidiltransferasa; APH = aminoglucésido fosfotransferasa, AAC=
aminoglucésido acetiltransferasa; Str = estreptomicing; K = kanamicina; Tob = tobramicina; Ami =
amikacina; Neo = neomicina; Gen = gentamicina; Net = netilmicina; Sis = sisomicina. El paréntesis
indica que es un sustrato pobre.  Tomado de Leclercq R. 1992,

Las cepas que expresan este tipo de resistencia a uno 0 mas aminoglucdsidos se han
aislado con mayor frecuencia. Estas cepas tienen concentraciones minimas inhibitorias
2 2000 pg/ml {11, 20, 41, 42, 50, 52, 54) y no es posible detectarlas por medio de la
prueba de difusidon con discos convencionales (36, 41). Para esta prueba se utilizan
discos especiales que contienen altas concentraciones de gentamicina (120 ng) y de

estreptomicina (300 pg) los cuales fueron desarrollados para detectar este tipo de

resistencia (31, 33, 41, 52). Otro métedo que también se recomienda es determinar el



crecimiento microbiano de un cultivo a una concentracion del 0.5 del nefelometro de
Mac Farland en placa con 500pg/ml de gentamicina y 2000ug/ml de estreptomicina

(41).

La modificacidn enzimatica de los aminoglucdsidos es llevada a cabo por enzimas que
utilizan la acetil coenzima A para acetilar grupos aminos; por enzimas que utilizan ATP
para adenilar ciertos grupos hidroxilos o por enzimas que utilizan ATP para fosforilar

grupos hidroxilos especificos (7, 10, 22,36).

Las enzimas que acetilan, adenilan y fosforilan aminoglucdsidos en los cocos Gram
positivos son diferentes de las de los bacilos Gram negativos. Sin embargo, ambas
modifican 1os mismos grupos funcionales, estos son: grupes hidroxilos 2”7, 3’y 4' y al

grupo amino . (Figura 3) (7, 8, 11, 22).

ANT (4 A
APH (3°}{ K,Neo,A | ~h @)iTA

OH
OH x
o HN = 2 4
OH 2 ~ 3,l ~
2" Q & OH
: OH ~
H,N 0
2 OH o/m/ NH /NHE
2

/ HaN

G,T } APH (27) AAC {64 TNAl

Figura 3. Estruclura general de un aminoglucésido y los sitios de reconocimiento par las enzimas
modificadoras de aminoglucésidos que conduce a la disminucidn en la afinidad del aminoglucésido
por el ribgsoma bacteriano,

10



En Enterococcus fagcalis se describen tres enzimas:
1. La protelna bifuncional APH{2") + ACC(6") que utiliza ATP para fosforilar el grupo
hidroxilo 2" y acetil coenzima A para acetilar el grupo amino 6, de este modo se

fosforilan la gentamicina, tobramicina, dibekacina y kanamicina (13).

La porcién que resta de esta enzima utiliza acetil coenzima A para acetilar &l grupo
amino 6. Los aminogluctsidos que son susceptibles a modificar son tobramicina,

amikacina, netilmicina, kanamicina, dibekacina y fortimigina (7).

En casi todas las cepas bacterianas el nivel de resistencia causada por la porcidn que
codifica a APH{2’) es mucho mayor que la causada por AAC(6’) (13). Por lo tanto
muchas cepas tienen un alto gradc de resistencia a gentamicina, tobramicina,
kanamicina y dibekacina y un bajo grado de resistencia a netilmicina, amikacina e
isepamicina. El gen bifuncional aph(2") + aac(8’} codifica la enzima modificadora de

aminoglucdsidos mas frecuentemente haltada en Enferococcus faecalis.

2. La enzima APH({3') es capaz de fosforilar a todos los aminoglucdsidos que poseen un
grupo hidroxilo en posicidn 3'. El gen responsable es aph(3’) siendo capaz de modificar

a amikacina, kanamicina e isepamicina (7, 15).

3. La enzima ANT(4') puede adenilar a todos los aminoglucdsidos que poseen un grupo
hidroxilo en posicidn 4', como tobramicina, amikacina, isepamicina y kanamicina. El gen
que codifica para esta enzima es ant{4’) y es la segunda proteina modificadora de

aminoglucdsidos mas frecuentemente hallada (7, 36).
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1.5 RESISTENCIA POR B-LACTAMASAS.

Los antibidticos R-lactdmicos derivan su nombre del hecho de que tienen un anillo
lactdmico beta que es el sitio activo. Este anillo actila como anédlogo de la acil-D-
alanina-D-alanina y se enlaza fuertemente con las enzimas transpeptidasas que
catalizan la franspeptidacion de las unidades MurNAc dentro de la pared celular. La
transpeptidacion es importante porque ia formacion de enlaces cruzados completa la
mureina y le imparte 1a fuerza tensil necesaria para resistir 1a lisis osmoética. El anillo
que poseen l0s antibidticos B-lactdmicos es susceptible de ser escindido por enzimas
llamadas R-lactamasas !0 que origina la inactivacion del farmaco. Por ello la importancia
en determinar la presencia de este conjunto de enzimas en los enterococos, ya que
permitirfa predecir el comportamiento de |a terapia combinada (1, 6, 11, 14, 15, 18, 22,

23, 24, 33, 36).

Se han desarrollado diferentes pruebas para la deteccidn de R-lactamasas, que incluye
el método yodométrico, el acidométrico y una variedad de sustratos cromogénicos. La
cefalosporina cromogénica nitrocefina, ha sido Gtil en la deteccidn de todas las -
lactamasas conocidas (11, 14, 15, 33, 39, 41, 52, 54). Los discos de cefinase BBL®
estan impregnados con nirocefina, este compuesto sufre un cambio de color de!
amarillp al rojo cuando el eniace amino del anilio R-lactdmico es hidrolizado por una
enzima B-lactamasa. Cuando la bacteria produce esta enzima en cantidades
significativas, &l disco de color amarillo cambia & rojo al extender el indculo bacteriano

sobre su superficie {11, 14, 15).
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2. JUSTIFICACION.
Por mucho tiempo Enterococcus faecalis fue considerado como un componente de la
fiora normal dei aparato gastrointestinal; sin embargo, desde hace algunos afios este
concepto ha cambiado debido a su relacién con infecciones diversas, adquiriendo
importancia principaimente como agente causal de infecciones nosocomiales (5, 15,
33, 42, 58, 83). Las infecciones producidas por Enferococcus faecalis tiene una amplia
gama de presentaciones que incluye desde infecciones de heridas leves, hasta

meningitis o endocarditis (15, 31, 41])

E! ambiente hospitalario brinda condiciones adecuadas para la seleccion de bacterias
resistentes a log antibidticos empleados con mas frecuencia. La resistencia puede ser
multiple yfo de grade alto. Esto origina el fracaso de los esquemas antimicrobianos. Por
esta razon se desarrolian nuevos medicamentos, para tratar de solucionar el problema

de las cepas resistentes (18, 43).

En |a terapéutica contra Enferococcus faecalis, generalmente se utiliza la combinacién
de dos antibidticos: un aminoglucésido y un B-lactamico como la penicilina o ampicilina
{5, 11, 20, 49). Sin embargo, en los enterococos se ha encontrado a nivel mundiai altos
niveles de resistencia a fos aminoglucdsidos 1o que origina fracaso con el tratamiento

combinado,

En México existen escasos reportes en relacidn a las cepas de Enferococcus con alto

grado de resistencia a amineglucdsidos (53, 56). Este estudio se desarrolid con el fin de

conocer la frecuencia de aislamiento de cepas resistentes a antibiéticos beta lactamicos
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y de aquellas altamente resistentes a aminogluctsidos en las infecciongs asociadas a

Enterococcus faecalis en el Hospital Central Militar,
Es importante mencionar que la resistencia a los antibidticos es mas frecuente en los
hospitales de ensefianza y en aquellos con mas de 500 camas, como lo es el Hospital

Central Militar (31).

Enterococcus faecalis es la especie del género, que con mayor frecuencia se aisla y

pot esta razon se selecsiond para este estudio (30, 33, 36, 41).
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3. OBJETIVOS

31 OBJETIVO GENERAL
Determinar la frecuencia de alta resistencia a los aminoglucosidos, asi como de
resistencia a R-lactamicos asociada a R-lactamasas de cepas de Enterococcus faecalis

aisladas en un hospital de tercer nivel.

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar cepas de Enterococcus faecalis aisladas de muestras de importancia
clinica recuperadas del Hospital Central Militar durante 1998-1998.

2. Preservar y mantener puras en medio de Tripticasa Soya Agar las cepas aisladas.

3. Identificar mediante la técnica de Nitrocefina las cepas resistentes a R- lactamicos.

4. Realizar el perfil de alta resistencia a aminoglucésidos mediante la técnica de Kirby-
Bauer y ta utilizacion de discos de papel impregnados con altas concentraciones de

gentamicina y estreptomicina.
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4. MATERIAL Y METODOS.
41 METODOLOGIA.

4.1.1 Identificacién de cepas
Se aislaron e identificaron cepas de Enferococcus faecalis de diferentes muestras
asociadas a infecciones de relevancia clinica, durante los afios 1998-1999 en el
Hospital Central Militar. Estas cepas se identificaron mediante el sistema automatizado
MicroScan y por una serie de pruebas bioguimicas adicionales de acuerdo a los
criterios de Facklam, en las gue se incluyen: Crecimiento a 4°C, 10°C y 45°C, prueba

de bilis-esculina, crecimiento en NaCl al 6.5% v telurito de potasio (18, 19).

A las colonias de cocos Gram positivos desarrolladas en medio de agar sangre de
carnero que ho presentaban hemnolisis beta se les realizd la prueba de catalasa para su
primera diferenciacion de familia. Las colonias que dieron negativa la prueba, se
sometieron a su identificacion por medio del sistema MicroScan; mediante la utilizacién

del Panel Positivo Combo 12.

Esta es una técnica miniaturizada que logra identificacidn y prueba de susceptibilidad
simultanea. Para ello se tomaron dos o tres ¢olonias, con las pipetas incluidas en el
equipo de inoculacidn de un cultivo purc de no méas de 24 horas de incubacidn, se
retir el collarin de las pipetas para eliminar el exceso de muestra y lograr 1a dilucién
requerida. Estas pipetas de toma son a la vez tapones de 1as botellas de inoculacién del
sisterna Prompt, permitiendo homogeneizar la mezcla bacteriana y con la ayuda de las
placas de inoculacion y la multipipeta se llenaron cada uno de los pozos del panel de
identificacion. Los paneles se incubaron 18 horas a 37°C. Al término de la incubacién,

se hizo la lectura de las pruebas bioquimicas en el panel lector. {Figura 4)
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Figura 4. Panel positive combo 12 para la identificacion y susceptibilidad de cocos
gram positivos, Las primeras 3 filas corresponden a las pruebas bioquimicas v las
restantes a los antibibticos a los cuales se somete la cepa.

- Desarrolio a diferentes temperaturas:
Para observar el desarrollo, se inoculd el medio BHI (Infusién Cerebro Corazon) y se
incubaron los tubos a 4, 10 y 45°C durante 24 horas. La presencia de turbidez en el

medio indicé una prueba positiva. (Figura 5)
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Figura 5. Los tubos con medio BHI se incubaron a 10 y 45 °C por 24 horas. La
prueba positiva se evidenci6 por la turbidez debida al crecimiento.

- Prueba de bilis-esculina:
Se realizd inoculando los tubos con caldo bilis-esculina de manera masiva,
descargando el asa dentro del tubo. Se incubaron 18-24 horas a 35-37°C. La prueba

positiva se observo por la formacién de un precipitade café oscuro.  (Figura 6).
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Figura 6. Prueba de bilis-esculina en caldo. La prueba positiva se cbserva
claramente por la formacién de un precipitado café oscuro comparando con la
prueba negativa.

- Desarrollo en telurite sodio:

Se tomaron con el asa algunas colonias, se agitd el asa dentro del caido de telurito de
sodio hasta lograr la deposicidn del indeulo. Se incubaron los tubos 18-24 horas a 35-
37 °C. Se determind positiva la prueba al cambiar la coloracidén del medio a café

grisaceo. (Figura 7).

19



Figura 7. La prueba de telurito de sodio Se considera positiva a la formacion
de un precipitado café grisacec. La prueba es negativa cuando no hay
cambio de color en el medio.

- Crecimiento en NaCl al 6.5 %.

La prueba de resistencia de cloruro de sodio se realizd inoculando caldo de soya
tripticaseina adicionade con NaCl al 6.5%. Se incubaron los medios a 35-37°C
durante18-24 horas, dando como prueba posifiva la observacion de turbidez en ef

medio.

Para validar cada una de las pruebas se utilizod la cepa Enterococcus faecalis ATCC

29212,
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1.0.0 Conservacion de cepas

a) A corto tiempo. Las cepas se conservaron en medio de agar soya tripticaseina. El
medio elaborado en tubo se inoculd por picadura y se extendié en la inclinacidn. Los
tubos después de ser incubados 24 horas a 35-37°C, se mantuvieron en refrigeracion
hasta su utiiizacién, verificando su pureza y viabilidad cada 3 meses.

Para lo anterior se realizd una resiembra de cada una de las cepas en medio de agar
sangre, incubando las placas a 35-37°C durante 24 horas. De este cultive fresco se
realizd su identificacién nuevamente mediante los criterios de Facklam. Para evitar la
deshidratacion del medio y contaminacion del mismo los tubos se taparon ademas con
una pelicula de cera. De ¢sta manera s¢ mantuvieron por tres © cuafro meses.

b} A largo tiempo. Para su conservacion, las cepas se hicieron crecer en base de agar
sangre y se cosecharon en un tubo con 0.5 ml de sangre de carnero de acuerdo a
Facklam, después se congelaran a -70°C. De esta forma las cepas pueden

conservarse hasta por dos afios.

1.0.0 Resistencia a bajas concentraciones de aminoglucésidos y
resistencia a B-lactamicos.

Las cepas se sembraron en base de agar sangre durante 24 horas a 37°C, de éste

cultive se tomaron dos colonias y se sembraron en caldo BHI durante 6 horas. Los

tubos se ajustaron al tubo 0.5 del nefeldmetro de Mac Farland y se sembraron

masivamente en agar Mueller-Hinton, sobre el cual se colocaron discos de gentamicina,

estreptomicina y ampicilina de 10 pg de concentracidn y de penicilina con 10 UL
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Las placas se incubaron a 35-37°C durante 24 horas, tiempo al cual se midié el halo de
inhibicién del crecimiento. Se clasificaron en sensibles y resistentes de la siguiente
manera:

a) Para ampicilina los halos de inhibicién son menores o igual a 16mm para las cepas
resistentes, y mayores o igua) a 17mm para las cepas sensibles.

b) Para penicilina con halos de inhibicidn menores o igual a 14mm se consideran
cepas resistentes, y mayores o igual 2 15 como cepas sensibles.

¢} En ol caso de gentamicina 1as cepas con halos menores o igual a 12mm son
resistentes, y mayores o igual & 15mm son sensibles.

d) Para estreptormicina se consideraron resistentes aguelias cepas con halos menores ©

igual a 11mm, y sensibles las que tuvieran halos mayores ¢ igual a 15mm,

Para realizar el control de calidad de las pruebas se utilizaron las cepas Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC

27853 y Enterococcus faecalis ATCC 29212.

4.1.4 Prueba de nitrocefina
Esta técnica se realizé para identificar aquellas posibles cepas productoras de B-
lactamasas usando discos de cefinasa BBL®. Esta es una cefalogporina cromogénica,
que exhibe un cambio de amarillo a rojo cuando se hidroliza el anille B-lactdmico.

(Figura 8).
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Figura 8. Prueba de nitrocefina para la deteccién de R-lactamasas. En el disco del lado izquierdo
ne hubo cambio de calor al contacto con la colonia. El disco del lado derecho sufrié cambio de
color a rojo, debido al rompimiento def anille B-lactarico.

El procedimiento se realizé de la siguiente manera; con un asa estéril, se tomaron una
o dos colonias de un cultivo puro de cada una de las cepas sembradas en agar sangre
por 24 horas, y se colocaron sobre el disco de cefinase humedecido con solucion salina

estéril. La realizacion de la lectura se realizd en el lapso de 1 a 60 minutos.

Se realizd control de calidad de la prueba con la cepa Staphylococcus aureus ATCC

29213 como control positivo y Haemophylus influenzae ATCC 35540 como control

negativo.
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415 Resistencia a altas concentraciones de aminoglucosidos
Se tomaron dos © tres colonias de un cultivo de 24 horas de cada una de las cepas ¥y se
trasladaron al caldo BHI, se incubaron a 35-37°C durante dos ¢ mas horas hasta
alcanzar la turbidez comparable con el estandar 0.5 de McFarland. Con esta
suspension bacteriana se inoculd masivamente e! medio de Mueller-Hinton de acuerdo

a la técnica de Kirby-Bauer.

Para determinar si l2 resistencia a 108 aminoglucosidos era a altas concentraciones, se
utitizaron discos de papel con 120pg de gentamicina y 300ug de estreptomicina y no los
discos rutinarios que contienen 10ug de cada uno de los antibidticos. Los discos se
colocaron a una distancia minima entre uno y otro de 4 centimetros en placas de 9

centimetros de diametro, Se invierten lag placas petri y se guardan en incubadora.

Después de haber incubado las placas a 35-37°C durante 24 horas, tiempo al cual se
realizd |a lectura de los halos de inhibicidn del crecimiento. La inferpretacién de las
pruebas se realizd midiendo el didmetro de los halos. Una cepa se considerd con alto
grado de resistencia cuando no presentd zona de inhibicion (6mm) (Figura 9). Para los
enterococos sensibles la zana de inhibicidn es mayor o igual 2 11mm (figura 10). Si el
crecimiento en la placa fue confluente la prueba se aceptd, si el crecimiento fue menor

fue preciso repetir la prueba,

Para la realizacion de la prueba, se usd como tepa de referencia Enterococcus faecalis

ATCC 51219 del CDC de Atlanta, reportada como alta resistente y Enferococcus

fascalis ATCC 29212 como sensible.
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Figura 8. Método de Kirby-Bauer. No hay halos de crecimiento altededor del disco, lo que
manifiesta que se trata de una cepa resistente a alias concentraciones de aminoglucésidosg,

Figura 10. Los halos de inhibicién del crecimiento muestran la susceptibilided de la
cepa a congentraciones altas de aminogluctsidos.
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4.2 MATERIAL Y EQUIPO
4.2.1 Material biclogico.

a) Cepas:

1. Enterococcus faecalis ATCC 29212.

2. Enterococcus faecalis ATCC 51219,

3. Staphylococcus aureus ATCC 29213.

4. Haemophilus influenzae ATCGC 35540.
5. Staphylococeus aureus ATCC 25923.

6. Escherichia cofif ATCC 25922.

7. Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

b) Aislamientos dinicos de Enferococcus faecalis,

4,22. Equipo.

1. Incubadoras a: 35 y 45°C

Autoclave.

w N

6 matraces Erlenmeyer.

4. Mechero de Bunsen.

5. 300 placas de Petri desechables.

6. Pinzas rectas.

7. 300 tubos de ensaye de 16x150 con tapon de rosca.
8. 6 gradillas.

9. Aylicadores de madera.

10. Hisopos de algedon estériles.

11. Tripie con tela de asbesto.
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12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.

A owoN

o @

10.
1.
12.
13.

i4.

Balanza analitica.

Papel filtro.

Vernier o regla.

Asas bactericldgicas.
Laminillas y portaobjetos.
Microscopio éptico.
Refrigerador 2-8°C.

Congelador a =70°C.

4.2.3. Reactivos.

Agar de Mueller-Hinton.

Agar de soya tripticaseina.
Caldo soya tripticaseina.

Agar gelosa sangre.

Infusion cerebro corazén (BHI).
Agar hilis esculina.

Agua desionizada estéril.
Agua destilada.

Patrén de turbidez de MacFarland a 0.5.

Discos de papel con nitrocefina (cefinase BBL®).

Solucién salina isoténica
Aceite de inmersion.
Caldo cloruro de sodio al 6.5%.

Discos con 10 Ul de penicilina,
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15.
16.
17.
18.
19.

Discos con 10 pug de ampicilina.
Discos con 10ug de gentamicina.
Discos con 120ug de gentamicina.
Discos con 10pg de estreptomicina,

Discos con 300ug de estreptomicina.

20. Agua oxigenada al 3.2 %.
21. Equipo de coloracion para tincién de Gram.
22, Telurito de sodio.
23. Infusidn cerebro corazon (BHI).
4.2.4. Medios de cultivo
Agar bilis-esculina.

Este medio se utiliza para determinar la facultad de los microorganismos de hidrolizar el

glucdsido esculina en escuietina y glucosa, en presencia de 4% de bilis. La esculetina

liberada reacciona con una sat de hierro para formar un complejo castario oscuro ¢

negro.

Ingredientes:

Peptona 5g.
Extracto de carne 3q.

Bilis de buey 40g.
Esculina 1g.
Citrato de hierro 0.5q.
Agar 15g.
Agua destilada 1.000 ml
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Agar Mueller-Hinton.
Este medio es recomendado para pruebas de susceptibilidad por ia téenica de difusién
en disco, en bacterias de rdpido crecimiento, por el método de Kirby-Bauer.

Ingredientes:

Extracto de carne 2g
Hidrolizado acido de caseina 17.5¢
Almidon 1.5g
Agar 179
Agua destilada 1000 mi

Agar de sova v tripticaseina.
Se emplea para el aislamiento y desarrollo de microorganismos fagtidiosos y no
fastidiosos, incluyendo bacterias aerobias y anaerobias.

Ingredientes:

Digestivo pancreatico de caselna 15¢g

Digestivo de carne de soya 5¢9

Cloruro de sodio 59

Agar 159
Cal a v tripti ina.

El propdsito de este medio es para usarlo en procedimientos cualitativos en el cultivo de
microorganismos patogenos de una variedad de especimenes clinicos y no clinicos.

Adicionado con €.5% de cloruro de sodio es usado para la diferenciacidn de

enterococos.
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Ingredientes:
Digestivo pancredtico de caseina
Digestivo de carne de soya
Cloruro de sodio
Fosfato dipotasico
Dextrosa

Agua destilada

Ba agar sangr

1709
30g
50g
25¢g
25¢
1000 mi

La base de agar sangre, adicionada de sangre estéril de carnero al 5 %, es usada para

el aislamiento, desarrallo y deteccion de la actividad hemolitica de los estreptococos y

otros microorganismo patbgenos.
Ingredientes:

Masculo de corazon

Digestivo pancreéatico de caseina

Extracto de levadura

Cloruro de sodio

Agar

Agua destilada

20g
13.0g
50g
50g
15.0g
1000ml

Para preparar agar sangre, se adiciona 5% de sangre desfibrinada estéril de carnero al

medio basal ya estéril.
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Telurito de sodio.
Es usado como un agente diferencial en la preparacién de medios de cultivos. Es usado
como un medio de aislamienio de Corynebacterium diphtheriae, Listeria sp,

Streptococcus sp y estafilococos patégenos.

El telurito de sodio inhibe microorganismos Gram negativos vy muchas bacterias Gram
positivas cuando es usado en las concentraciones adecuadas.

Ingredientes:

Telurito de sodio 1.0g
Infusidn de cerebro corazén 6.09
Peptona de carne 8.0g
Cloruro de sodio 509
Dextrosa 30g
Peptona de gelatina 14.5¢
Fosfato disddico 259
Agua destilada 1000 ml

Infusidn cerebrg corazdn (BHI
Es usado para el cultivo de microorganismos exigentes. Por su rico contenido de

nutrientes permite la recuperacion y desarrollo de bacterias de diflcil crecimiento, como

esteptococos, neiserias, entre otros.

Infusién de cerebro corazén 6.0g
Peptona de carne 6.0g
Cloruro de sodio 50g
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Dextrosa
Peptona de gelatina
Fosfato disddico

Agua destilada

3.0g
14.5g
25¢g

1000 mi
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5. RESUI.TADOS,
1. Se identificaron 91 cepas en el periodo de 19298 a 1999, de las cuales 83

(90%) correspondieron a Enferococcus faecalis y 8 (10%) a Enterococcus faecium.

(Figura 11).

Porcentaje de Enterococcus encontrados en muestras

clinicas
100% - 0%
80% -
60% -
40% -
20% ¢ 0%
0% - . . I
E.faecalis E.fagcium

Figura 11. La grafica muestra la distribucién de los aislamientos del género Enterococcus en las
diferentes muestras procesadas en el Hospital Central Militar.

Los aislamientos por tipo de muestra fueron: 64 (78%) urocultivos, 11 (13%) en
secreciones de herida, 4 (5%) en hemocultivos, 1 (1%) en huesc, 1 (1%) en LCR, 1

{1%) en absceso hepatico y 1 (1%) en punta de catéter. Figura No. 12.
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Porcentaje de aislamiento de las cepas con respecto asu

origen
TS
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orina herida sangre otros

Figura 12. La grafica muestra la distibucion de los especimenes en los que se aislaron E.
faecalis. Los cultivos de orina fueron los mas frecuentes de todos los aislamientos, en segundo
lugar los cultivos de herida y en tercer lugar los hemocultivos con alto porcentaje de recuperacion.
Otros; hueso, liquido cefalorraquideo, absceso hepéatico, punta de catéter.

Del total de muestras, 53 (64%) fueron de pacientes de hospitalizacion y 30 (36%) de

consulta externa de diferentes especialidades. Figura13

Tipo de pacientes
80% - 54%
60%
40% -

20% -

0%

Internos Externos

Figura 13. La gréfica muestra el predominio de muestras aisladas de pacientes hospitalizados en
el Hospital contra las obtenidas de pacientes atendidos en consulta externa.



La distribucion de los cultivos fue de 34 aislamientos en urocultivos y 19 en cultivos de
las muestras diferentes a orina, de pacientes internos en el hospital v 30 de pacientes

externos. Tabla no. 3

Tabla 3. Namero de aislamientos y su porcentaje de cepas de E. faecalis realizados a pacientes
internos en el hospital y a los atendidos en las diferentes especialidades de consulta externa.

CULTIVOS INTERNOS EXTERNOS

UROCULTIVOS 34 (41%) 30 (36 %)

SECRECION DE 11 (13%) 0
HERIDA

HEMOCULTIVOS 1(1%) 0
HUESO 1(1%) 0
LCR 1(1%) 0
ABSCESO HEPATICO 1(1%) 0
PUNTA DE CATETER 1(1%) 0

TOTAL 53 (64%) 30 (36%)

La resistencia a bajas concentraciones de aminoglucosidos fue de 48% para

estreptomicina y 36 % para gentamicina, Figura 14,
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Figura 14. Porcentaje de resistencia a bajas concentraciones de estreptomicina y
gentamicina utilizando discos de 10pg de cada uno de los antibidticos en cepas de Enferococcus
faocalis.

No se detectd resistencia a penicilina ni a ampicilina en alguna de las cepas
aisladas.

No se detectd resistencia a los B-lactdmicos asociada a la produccién de -

lactamasas en ninguna de las cepas de Enferococcus faecalis,

Resistencia a altas concentraciones de aminoglucésidos.
De las 83 cepas aisladas de Enterococcus faecaiis, 12 (15%) se determinaron con alta
resistencia a gentamicina y 71 {85%) fueron susceptibles. En el caso de la resistencia a
altas concentraciones de estreptomicina 28 (33%) cepas se mostraron resistentes y 55

{67%) susceptibles. Figura 15.
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Resistencia de Enterococcus faecalis a los aminoglucésidos

85%

resistencia susceptibilidad

[® gentamicina M estreptomicina |

Figura 16. Resultados de las pruebas de Kirby-Bauer para determinar la resistencia a altas
concentraciones de gentamicina (120ug) ¥ estreptomicina (300ug).

El nimero de cepas resistentes por tipe de pacientes fue como lo indica la tabla 4.

Tabla 4. Cepas aisladas de muestras de pacientes intemos y extemos.

MUESTRAS INTERNOS | EXTERNOS TOTAL
URQCULTIVOS 16 5 21
HEMOCULTIVOS 2 0 2
LCR 1 0 1
SECRECION DE HERIDA 1 0 1
PUNTA DE CATETER 1 0 1
ABSCESO HEPATICO 1 0 1
TOTAL 22 5 27
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Algunas cepas presentaron resistencia a altas concentragiones a un aminoglucosido,

estreptomicina o gentamicina, mientras que otras a los dos. Tablab.

Tabla5. Nameto de cepas resistentes a uno y dos aminoglucésidos por origen de las
muestras asi como el porcentaje para cada grupo.

MUESTRA ALTA RESISTENCIA ALTA RESISTENCIA  TOTAL DE

A UN A DOS CEPAS
AMINOGLUCOSIDO  AMINOGLUCOSIDOS

UROCULTIVOS 21 (33%) 5 (8%)
HEMOCULTIVOS 2 (1.6%) 1(3.8%) 3
LCR T(3.8%) 1(3.8%) 2
SECRECION DE 1(3.8%) 0 (0 %) 1
HERIDA

PUNTA DE CATETER 1(3.8%) 0 (0 %) 1
ABSCESO 1(3.8%) 0(0 %) 1
HEPATICO

38



6. DISCUSION
De acuerdo a algunos estudios realizados, se ha observado que Enferococcus tiene un
papel importante como patdgeno. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran
que de los aisiamientos bacterianos realizados, Enferococcus faecalis fue la especie
que con mayor frecuencia se identificd (figura 12). Estos resultados son semejantes con
los de otros estudios realizados en México (53, 56) y en ef mundo (4, 10, 18, 22, 37, 41,

48).

De todos los aislamientos de Enferococcus faecalis, el 78% se recuperd de urocultivos,
lo cual sugiere una importante participacién como patdgeno en infecciones de vias
urinarias (25, 18, 41, 42) {figura 13). Aunque también se cultivd de otras muestras como
hemocuitivos, LCR y Hueso; que indican que Enterococcus faecalis es capaz de causar

infecciones graves.

Al correlacionar el nlemro de aislamientos en pacientes ambulatorios y en pacientes
hospitalizados, en éstos Ultimos se encontré un porcentaje mayor (figura 14), lo que

muestra |la importancia de Enterococcus faecalis como patbgeno nosocomial {tabla 3).

La terapia antimicrobiana de primera eleccién en infecciones originadas por estos
patdgenos consiste en la combinacion de un aminogiucésido y un agente B-lactamico;
el factor de virulencia mas importante que presenta el género Enterococcus es la
resistencia a los antibibticos, por o que se evaluaron los perfiles de resistencia a los
antibi6ticos R-lactamicos y a los aminoglucdsidos a bajas y altas concentraciones;

seleccionando las cepas de Enterococcus faecalis.
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No se enconiraron cepas resistentes a B- lactamicos, pero 48% de ellas fueron
resistentes al aminoglucdsido estreptomicina y 36% a gentamicina, lo que muestra que
un mecanisme importante de resistencia es la impermeabilidad de la pared bacteriana

al antibitico (figura 15).

Al evaluar la alta resistencia a los aminoglucésidos, 15% de las cepas en estudio fueron
resistentes a gentamicina y 34% a estreptomicina. en México se ha reportado
resistencia & gentamicina y a estreptomicina con porcentajes semejanies a los
resultados obtenidos en el presente trabajo. Los estudios realizados en otros paises
informan resistencia de 10 a 45% para gentamicina y 15 a 75% para estreptomicina 1o
que muestra que la resistencia a l10s aminogluctsidos se encuentra en un range muy
amplio segun diversos estudios.

Por otro lado también se evalud la aparicién de cepas resistentes a altas
concentraciones de los aminogiucdsidos, obteniéndose 18% de todas las cepas (tabla

5). Esta doble resistencia indica la alta frecuencia del fracaso terapéutico.

Los datos obtenidos demuestran la presencia de algunas cepas que dada su
resistencia a estos antibidticos, requieren de otras drogas mas eficaces como la
vancomicina, ya que aunque las cepas fueron susceptibles a penicilina, esto no implica
que los antibidticos R-lactamicos sean |a posible solucién, porque se ha demostrado
que Enterococcus faecalis es capaz de adquiric con facilidad elementos genéticos
mdviles que tienen codificada la resistencia relacionada con protefnas que fijan

penicilina de baja afinidad (2, 11).
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En esie trabajo se considerd importante valorar la posible aparicidn de resistencia a -
lactamicos asociadas a R-lactamasas, por lo tanto la combinacién de un antibidtico
aminoglucosido y un B-actamico, puede funcionar de manera eficaz en aquellas cepas

que no son resistentes a altas concentraciones.
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7. CONCLUSIONES
1.- La cepa que con mayor frecuencia se aisld fue Enferococcus faecalis.
2.- Enferococcus faecalis se aislo principalmente de pacientes con infecciones de vias
urinarias.
3.- Debido al mayor porcentaje de aislamientos de Enterococcus faecalis en individuos
hospitalizados, es importante destacar el papel que tiene como patégeno nosccomial.
4.- No se encontraron cepas resistentes a R-lactamicos, o que demuestra su uso como
antibidlico que sinergiza efecientemente con los aminoglucdsidos en la terapia
antimicrobiana.
5.- De los aistamientos clinicos obtenidos con resistencia a altas concentraciones,
fueron mas frecuentes para estreptomicina que para gentamicina. Lo que sugiere que el
uso de la gentamicina puede resultar mas efectivo que el de estreptomicina,

6.- No se identificaron cepas productoras de -lactamasas.
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