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RESUMEN

Introduccién: Con el objetivo de estudiar la evolucién del brote por Enterococcus faecalis ST6 genotipo
vanB2 descrito en 2009-2010 en 3 hospitales de Zaragoza, se caracterizaron todos los aislados clinicos
E. faecalis resistentes a vancomicina obtenidos entre 2011 y 2013 en dichos hospitales.
Métodos: Caracterizacién molecular de los aislados y estudio de su relaciéon clonal por electroforesis en
campos pulsados. Revision de las historias clinicas de los pacientes.
Resultados: Se detectaron 79 aislados E. faecalis genotipo vanB2 de 73 pacientes de 2 de los 3 hospitales
analizados, la mayoria de origen urinario. El 46,5% de los casos fueron nosocomiales. La distribucién
seglin servicios hospitalarios mostré gran variabilidad, no pudiéndose identificar una fuente de infeccién
comun. Todas las cepas fueron multirresistentes (vancomicina, eritromicina, tetraciclina, ciprofloxacino,
estreptomicina, gentamicina, kanamicina) y pertenecieron al clon ST6. El 93,7% eran indistinguibles al
clon del inicio del brote o subtipos estrechamente relacionados.
Conclusion: El brote se mantiene constante en los 3 afios posteriores a su descripcion, lo que sefiala la
necesidad de mantener un control activo que limite la emergencia y diseminacion de clones resistentes
a vancomicina.
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Persistence of a ST6 clone of Enterococcus faecalis genotype vanB2
in two Hospitals in Aragon (Spain)

ABSTRACT

Introduction: In order to study the evolution of the outbreak that occurred between 2009 and 2010 in
3 hospitals in Zaragoza, all vancomycin-resistant clinical Enterococcus faecalis isolates identified between
2011 and 2013 at these hospitals were characterised.

Methods: Molecular characterisation of the isolates and analysis of their clonal relationships was perfor-
med using pulsed field electrophoresis, along with a retrospective review of the patient records.
Results: A total of 79 vancomycin-resistant E. faecalis isolates with genotype vanB2 of 73 patients were
recovered in 2 of the 3 hospitals, most of them from urine specimens. About 46% of the cases
were nosocomial. Distribution of the isolates among hospital services demonstrated high variability,
making it difficult to predict a common source of infection. All the strains were multiresistant (vancomy-
cin, erythromycin, tetracycline, ciprofloxacin, streptomycin, gentamicin, kanamycin) and belonged to
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lineage ST6. Seventy-four isolates (93.7%) were identical or closely related to the dominant one in the

origin of the outbreak.

Conclusion: The outbreak remains constant over three years after being initially described, indicating the
need to implement an active control in order to limit the emergence and spread of vancomycin-resistant

clones.

© 2016 Elsevier Espaiia, S.L.U. and Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia

Clinica. All rights reserved.

Introduccion

Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium constituyen la
tercera-cuarta etiologia mas frecuente de infeccién nosocomial’.
En los afios ochenta se describieron en Europa las primeras cepas
de Enterococcus resistentes a vancomicina (EVR), y desde entonces
los brotes hospitalarios fundamentalmente asociados a E. faecium
hanido en aumento. El aislamiento de E. faecalis resistente a vanco-
micina (EFRV) continta siendo infrecuente. La resistencia adquirida
a glucopéptidos esta mediada por diversos mecanismos, entre los
cuales vanA y vanB son los mas frecuentes. La adquisiciéon de estas
resistencias dificulta el tratamiento de las infecciones por EVR, ya
que las alternativas terapéuticas estan aprobadas para indicacio-
nes clinicas especificas y, frente a ellas, también se han descrito
resistencias?.

Espafia es uno de los paises europeos con menor tasa de EVR,
si bien se han publicado brotes nosocomiales esporadicos>~, la
mayoria asociados a E. faecium ST17. El Gnico brote por E. faecalis
vanB2 publicado hasta la fecha en Espafia se detect6 entre 2009 y
2010 en 3 hospitales de Zaragoza®. Posteriormente, entre
2011 y 2013 se identificaron en 2 de dichos hospitales 79 aislados
consimilares caracteristicas. Nuestro objetivo fue caracterizar estos
aislados para determinar si pertenecian al mismo brote y analizar
las caracteristicas y la evoluciéon del mismo.

Métodos
Descripcion del brote y aislamientos bacterianos

Tras el inicio del brote por EFRV con genotipo vanB2 en noviem-
bre de 2009 y su exhaustivo estudio hasta 2010°, se llevé a cabo
un seguimiento posterior mediante seleccién y caracterizaciéon de
todos los aislados EFRV resistentes a vancomicina obtenidos en el
Hospital Universitario Miguel Servet (HUMS), el Hospital Clinico
Universitario Lozano Blesa (HCULB) y el Hospital Royo Villanova
(HRV) entre enero de 2011 y diciembre de 2013. Los aislados
procedian de muestras clinicas recibidas en el Laboratorio de Micro-
biologia para el diagnéstico de la infeccion.

Se revisaron las historias clinicas de los pacientes, analizan-
dose variables microbiolégicas, demograficas y clinicas: edad, sexo,
origen de la infeccién, patologia de base, tratamiento antibiético
previo, tratamiento del proceso, evolucién del paciente. En el caso
de cepas del mismo paciente, se incluyeron solo las procedentes de
muestras de distinto origen o diferente patrén de electroforesis en
campo pulsado (ECP).

Identificacién y antibiograma

El fenotipo de resistencia se determiné por métodos de difusion
en disco y microdiluciéon en caldo (MicroScan, Siemens). Se estu-
di6 la sensibilidad frente a ampicilina, clindamicina, eritromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacino, teicoplanina, vancomicina, tetra-
ciclina, quinupristina-dalfopristina, trimetoprim-sulfametoxazol,
gentamicina, estreptomicina, kanamicina, linezolid y daptomicina
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Figura 1. Distribucién de los aislamientos segtn servicio hospitalario en los dos
hospitales analizados.

siguiendo los criterios EUCAST’. La produccién de betalactamasa no
fue evaluada. La concentracién minima inhibitoria de vancomicina,
teicoplanina y daptomicina se determiné por el método del Etest
(Biomérieux). Los genes de resistencia a vancomicina (vanA, vanB,
vanC-1, vanC-2/3 y vanD) se analizaron por PCR en todos los aisla-
mientos y el gen vanB2 fue secuenciado en una cepa seleccionada
por cada perfil de ECPS#,
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*1, *2 Probables casos de infeccién cruzada de origen nosocomial.

Figura 2. Evolucién temporal (2011-2013) de los aislamientos de E. faecalis vanB2 y patrones de ECP detectados (A, A1-A14, B,y C).

Tipificacién molecular

La relacién clonal de los EFRV vanB2 se analiz6 mediante diges-
tion del ADN cromos6mico (Smal) y posterior separacién de los
fragmentos mediante ECP. Los perfiles genéticos se compararon
siguiendo los criterios de Tenover®.

Se seleccion6 un aislamiento por cada patrén de ECP, y estos fue-
ron estudiados por multilocus sequence typing (MLST), amplificando
y secuenciando los fragmentos de los genes gdh, gyd, pstS, gki, aroE,
xpt e yqiL (http://efaecalis.mlst.net).

Resultados

En el periodo de estudio (2011-2013) se detectaron 79 aisla-
dos E. faecalis resistentes a vancomicina con genotipo vanB2 (46 en
HUMS, 33 en HCULB), procedentes de 73 pacientes (45,5% varo-
nes; edad media: 73 afios). En el HRV no se detecté ningin EFRV
en el periodo en estudio. La mayoria de los aislados (62; 78,5%)
se obtuvieron de muestras urinarias. Ninguno de los pacientes con
datos disponibles sobre terapia antibiética previa habia recibido
vancomicina, pero si betalactdmicos (14/32) y/o fluoroquinolonas
(20/32). En 54 pacientes, E.faecalis vanB2 se confirmé como el
agente causal del cuadro infeccioso. De los 71 casos en los que pudo
estudiarse el origen de la infeccién, 32 (45,1%) fueron comunitarios,
33(46,5%) nosocomiales y 6 (8,4%) asociados a cuidados sanitarios.
La distribucién de los aislamientos segin servicios hospitalarios
mostré una gran dispersion (fig. 1), lo que sugiere la existencia de
diferentes fuentes de infeccién o la transmisién de estos clones a
través del personal sanitario o el traslado de pacientes. La infec-
cién cruzada de origen nosocomial parece especialmente probable
en 2 casos; uno en el servicio de neurocirugia del HUMS en abril-
mayo de 2011 y otro en el servicio de traumatologia del HCULB en
mayo-junio de 2012. En ambos casos se aislaron EFRV vanB2 con
igual pulsotipo de distintos pacientes que coincidieron en el mismo
servicio y periodo de tiempo durante su estancia hospitalaria.

En cuanto al estudio genotipico, todas las cepas portaban el gen
vanB2, y en todas se detect6 una mutacién puntual (G34T) que
implicaba un cambio aminoacidico (Met11lIle) en dicho alelo. Los

aislamientos presentaron un fenotipo multirresistente, que incluia,
ademas deresistencia a vancomicina, también a eritromicina, tetra-
ciclina, ciprofloxacino y alto nivel de resistencia a estreptomicina,
gentamicina y kanamicina.

La ECP revel6 la existencia de 3 perfiles genéticos (patrén A
y sus subtipos, patrén B y patrén C). La mayoria de las cepas
(n=74; 93,7%) pertenecian a un clon idéntico al del inicio del brote
(A,n=43)o0aalgln subtipo (A{-A14, n=31) estrechamente relacio-
nado (1-3 bandas de diferencia). Cuatro cepas, aisladas en ambos
hospitales y pertenecientes a distintos pacientes, fueron identifi-
cadas como clon B y una como clon C (>6 bandas de diferencia).
El tipado por MLST realizado en 16 aislados representativos de los
diferentes tipos y subtipos de ECP demostré que todos ellos perte-
necian a la secuencia tipo ST6. La figura 2 muestra que la frecuencia
en la detecciéon de los aislamientos EFRV vanB2-ST6 durante los
3 afios de seguimiento del brote se mantiene estable.

Discusion

A diferencia de Estados Unidos, donde se han descrito brotes
por EVR (mayoritariamente E. faecium) con relativa frecuencia, en
Europa la prevalencia ha sido menor, aunque en los tltimos afios
se ha evidenciado un incremento en algunos paises’. Durante afios,
la deteccién de E. faecium con genotipo vanA ha sido frecuente en
animales de granja y alimentos, probablemente en relacién con el
amplio uso de avoparcina como promotor de crecimiento en ani-
males hasta 1997, afio en que fue prohibido este uso en la Unién
Europea. Sibien E. faecalis es el principal responsable de las infeccio-
nes enterococicas, E. faecium presenta mayores tasas de resistencia
adquirida a los antimicrobianos. Las infecciones por EFRV siguen
siendo infrecuentes. Asi, debido a las especiales caracteristicas del
primer brote por E. faecalis vanB2 descrito en Espafia, en este trabajo
realizamos el seguimiento y la caracterizacién de los aislamientos
clinicos de los afios siguientes. Cabe sefialar que la relacién clonal
de los aislados se estableci6 mediante ECP, indicado preferente-
mente para cepas aisladas en hospitales durante periodos inferiores
a 6 meses!?. Sin embargo, la falta de metodologias alternativas
en términos de coste, reproducibilidad y poder discriminatorio ha
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favorecido la extension de su uso en estudios de evolucién de bro-
tes. Por otra parte, la adquisicién de elementos de transferencia
horizontal puede dar lugar a cambios en mdas de 6 bandas, lo que
podria repercutir en una subestimacién del total de clones relacio-
nados.

En cuanto al origen de las cepas, la mayoria provenian de mues-
tras urinarias, como también se describe en anteriores trabajos'!.
Ninguno de los pacientes de los que pudo obtenerse informacién
acerca del tratamiento antibiético previo habia recibido vancomi-
cina, por lo que, a diferencia de otros estudios®, no se observé
asociacién entre consumo previo de vancomicina y emergencia
de EFRV vanB2. Sin embargo, la seleccién de estos clones como
consecuencia de la administracién previa de antibiéticos de otras
familias frecuentemente relacionadas con adquisicién de EVR>!2
(como fluoroquinolonas, frente a las cuales mostraron resistencia
los clones estudiados, o cefalosporinas), no puede descartarse.

La secuencia tipo ST6 a la que pertenecieron los aislamientos
de E. faecalis es, junto con la ST17 (en E. faecium), una de las lineas
genéticas mejor adaptadas al ambiente hospitalario en Espafia'’.
En 2004 se describi6 la diseminacién en 3 hospitales portugueses
de un clon de E. faecalis perteneciente a este linaje pero portador
del gen vanA'“. Estos hechos respaldan los estudios que sugieren
que ST6 es particularmente apto para captar genes exdgenos (como
vanA o vanB) por recombinacién'”. Cepas de E. faecalis pertenecien-
tes a este linaje también han sido detectadas en cerdos!® y en una
ratasilvestre!”, mostrando caracteristicas muy similares a las cepas
clinicas de Portugal y Espaiia. Cabe destacar que la mutacién detec-
tada en el alelo vanB2 (G34T), que conlleva un cambio aminoacidico
(Met11lIle), también se observé en el aislado proveniente de la rata.
Seran necesarios futuros estudios que determinen la posible impli-
cacion biolégica de esta mutacién presente en el alelo vanB2 de
cepas de enterococo distribuidas en entornos tan variados.

La tipificacién molecular nos permitié observar la circulacién de
3 clones presentes en ambos hospitales y con una distribucién tem-
poral sin una tendencia definida. A diferencia de lo que se observa
en los brotes causados por E.faecium, usualmente policlonales y
en los que el clon predominante al inicio va dejando paso a otras
variantes®’-!! en este brote tanto el clon predominante (A) como
otros clones (B, C) e incluso sus subtipos (A;-A14) se detectaron a
los largo de los 3afios, sin una asociacién clara de una variante
a un determinado hospital. Esto, junto con la elevada tasa de casos
comunitarios y la gran variabilidad en la distribucién de los aisla-
dos por servicio hospitalario, plantea la posibilidad de que se trate
de un clon que esté ampliamente distribuido en esta area. Es nece-
sario, por tanto, la implementacién de estrategias de control para
reducir la persistencia de estos EFRV, evitar la diseminacién y emer-
gencia de nuevos clones, y la posible transferencia horizontal de
genes vanB a otras cepas para preservar la utilidad clinica de la
vancomicina.
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