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RESUMEN

El objetivo de este trabajo ha sido estudiar la prevalencia de resistencia a diferentes antibiéticos en 109 cepas clinicas de Enterococcus ais-
ladas consecutivamente en un periodo de cuatro meses en el ano 2002. Los aislamientos fueron identificados en cuanto a especie por el
sistema semiautomatico Microscan® walk away 40 (Dade Behring) y por el sistema API20 STREP (BioMerieux). Para el estudio de sensibilidad
se utilizaron tres métodos distintos: Sensititre®, E-test® y el método de difusion disco-placa. El porcentaje de Enterococcus faecalis y Ente-
rococcus faecium aislados fue del 92% y el 8%, respectivamente. Los porcentajes de resistencia detectados en E. faecalis fueron del 53%
para eritromicina, 36% para telitromicina, 2% para penicilina, 1% para ampicilina, 0% para vancomicina, teicoplanina y linezolid, y resis-
tencia de alto grado a estreptomicina (51%) y gentamicina (32%). En E. faecium se detecté una mayor proporcion de cepas resistentes a
penicilina y ampicilina (6 de 9 cepas). Destacan en las dos especies la alta sensibilidad al linezolid y los glucopéptidos.
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Susceptibility of Enterococcus genus
to new antimicrobial agents

SUMMARY

The aim of this study was to determine the prevalence of resistance to different antibiotics in 109 clinical strains of Enterococcus isolated
consecutively in hospital over a four-month period in 2002. The strains were identified by species using the semiautomatic system Micro-
scan® walk away 40 (Dade Behring) and the API20 STREP system (Biomerieux). Three different methods for the susceptibility study were
used: Sensititre®, E-test® and disc diffusion. The percentage of Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium isolated was 92% and 8%,
respectively. The following resistance to Enterococcus faecalis was detected: erythromycin (53%), telithromycin (36%), penicillin (2%), am-
picillin (1%), vancomycin, teicoplanin and linezolid (0%), high level resistance to streptomycin (51%) and gentamicin (32%). A high percen-
tage of strains resistant to penicillin and ampicillin was detected in E. faecium (six of nine strains). For two species, high susceptibility to /i-
nezolid and glycopeptides was found.
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INTRODUCCION

Los microorganismos pertenecientes al género Entero-
coccus constituyen en la actualidad la tercera causa de in-
feccién nosocomial, siendo Enterococcus faecalis la espe-
cie predominante, seguida de Enterococcus faecium (1).

Los enterococos presentan resistencia intrinseca a dife-
rentes antibidticos, como los aminoglucésidos (resistencia
de bajo grado), las cefalosporinas y la clindamicina (2). Ade-
mads, el genéro Enterococcus se caracteriza por su gran fa-
cilidad para la adquisicién de nuevos mecanismos de resis-
tencia, que incluyen, entre otras, la resistencia a los beta-
lactdmicos (por alteraciéon de las proteinas fijadoras de
penicilina [PBP] o por produccién de betalactamasas) (3-
6), los glucopéptidos y los macrélidos, o la resistencia de
alto grado a los aminoglucésidos (por la produccién de en-
zimas modificantes de aminoglucdsidos) (7-12).

Esta nueva situacién limita de forma considerable las
opciones de que se dispone para el tratamiento de las in-
fecciones por Enterococcus, haciendo necesaria la biisque-
da de nuevos antibidticos con bajo potencial de promover o
inducir resistencia cruzada a otros antimicrobianos. Asi, los
farmacos de la familia de las estreptograminas, cetélidos y
oxazolidinonas pueden ser una buena alternativa en estos
casos (13, 14).

El objetivo de este estudio ha sido realizar una evalua-
cion del estado actual de la sensibilidad de las dos especies
de enterococos aisladas con mayor frecuencia en nuestra
comunidad.

MATERIAL Y METODOS
Aislamientos bacterianos

En este estudio se han incluido todos los aislamientos
de Enterococcus (n = 109) recibidos en el Laboratorio de
Microbiologia del Hospital San Milldn-San Pedro de La
Rioja durante los meses de mayo a agosto de 2002. Se acep-
taron todas las muestras con independencia de la proceden-
cia, edad y sexo del paciente; se excluyeron solamente las
procedentes del mismo paciente.

Los aislamientos fueron identificados por el sistema se-
miautomético Microscan® walk away 40 (Dade Behring) o
por el sistema bioquimico API20 STREP (BioMerieux), o
por ambos.

Pruebas de sensibilidad

Se determino la sensibilidad a los antibidticos utilizando
distintos métodos, en funcion de los antimicrobianos anali-
zados.
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— Sistema automético de microdilucién Sensititre®
(AcudMed, Westlake, Ohio): se utilizé el panel para mi-
croorganismos grampositivos (STRHAE1) y se usé cal-
do Mueller-Hinton como medio de cultivo. La incuba-
cién se realizé a 37 °C en ambiente aerobio durante 20 a
24 horas. Los antibidticos estudiados fueron penicilina,
ampicilina, eritromicina, josamicina, azitromicina, clin-
damicina, vancomicina, teicoplanina, gentamicina (500
mg/1), estreptomicina (1000 mg/l) y quinupristina-dalfo-
pristina.

— Método de disfusion disco-placa Kirby-Bauer para teli-
tromicina y linezolid: el medio empleado fue agar Mue-
ller-Hinton (BioMerieux) y las placas se incubaron toda
la noche a 37 °C en ambiente aerobio.

— E-test® (Ab Biodisk, Solna, Suecia) para linezolid: se
utilizé agar Mueller-Hinton (BioMerieux), incubandose
a 37 °C en ambiente aerobio durante 20 a 24 horas.

En todos los métodos se utilizé un inéculo equivalente
al 0,5 de McFarland.

En el estudio de sensibilidad se utilizaron como cepas
control E. faecalis ATCC 29212 y E. faecium ATCC 19434.

Determinacion de la concentracion
minima inhibitoria (CMI)

La CMI se determiné como la concentracién més baja
de antimicrobiano que inhibié completamente el crecimien-
to bacteriano. Los criterios de sensibilidad o resistencia uti-
lizados fueron los recomendados por el National Commit-
tee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) (15). Enel
caso de la telitromicina se utilizaron los criterios estableci-
dos por otros autores (16).

RESULTADOS

De los 109 aislamientos de Enterococcus recogidos en
el Hospital San Millan durante los cuatro meses del estu-
dio, cien fueron identificados como E. faecalis (92%) y
nueve como E. faecium (8%). Se procedié a determinar la
sensibilidad a diferentes antibidticos y en la Tabla 1 se ex-
ponen los resultados obtenidos en las dos especies de ente-
rococos con los distintos métodos utilizados.

En el caso de E. faecalis, el 53% de los aislamientos
presentd resistencia a la eritromicina, el 88% a la azitromi-
cinay el 36% a la telitromicina. Valores similares de resis-
tencia a estos tres antibiéticos se detectaron en E. faecium
(56%, 78% y 33% para eritromicina, azitromicina y telitro-
micina, respectivamente). La mayor parte de los aislamien-
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Tabla 1. Resultados de los estudios de sensibilidad a antibioticos de cien E. faecalis y nueve E. faecium en nuestro hospital.

E. faecalis (%)

E. faecium (%)

Método y antibiotico Sensible Intermedio Resistente Sensible Intermedio Resistente
Sensititre®
Penicilina 98 0 2 33 0 67
Ampicilina 99 0 1 33 0 67
Eritromicina 9 38 53 22 22 56
Josamicina 0 3 97 11 22 67
Azitromicina 0 12 88 22 0 78
Clindamicina 4 0 96 33 0 67
Vancomicina 100 0 0 100 0 0
Teicoplanina 99 1 0 100 0 0
Gentamicina* 68 0 32 100 0 0
Estreptomicina* 49 0 51 67 0 33
Quinupristina-dalfopristina 0 3 97 34 22 44
Discos
Telitromicina 56 8 36 56 11 33
Linezolid 93 7 0 100 0 0
E-test®
Linezolid 99 1 0 100 0 0

*La resistencia se considera de alto grado.

tos de E. faecalis presentd resistencia a quinupristina-dal-
fopristina (97%), siendo el porcentaje menor en E. faecium
(44%).

En ninguno de los aislamientos de Enterococcus estu-
diados (tanto de E. faecalis como de E. faecium) se observo
resistencia a la vancomicina. El 57% de los aislamientos de
Enterococcus presenté una CMI de 1 mg/l y el 43% una
CMI de 2 mg/1 para la vancomicina. En lo que respecta a la
teicoplanina, tampoco se observaron aislamientos resisten-
tes, mostrando todos una CMI para este antibiético <0,25
mg/1, con una sola excepcién con CMI de 0,5 mg/1.

Al utilizar el método de difusién disco-placa con teli-
tromicina y linezolid, los rangos de los halos de inhibicién
fueron de 12-32 mm para telitromicina y de 22-32 mm pa-
ra linezolid. Por este método, el 93% de los aislamientos de
E. faecalis y las nueve cepas de E. faecium fueron sensibles
al linezolid; siete aislamientos de E. faecalis quedaron en la
categoria intermedia (Tabla 1). La sensibilidad al linezolid
también fue analizada por E-test®, sin encontrar diferencias
significativas entre los dos métodos. No obstante, seis ce-
pas que presentaron resistencia intermedia por el método
de Kirby-Bauer fueron sensibles por E-test®, alcanzado asi
el 99% de sensibilidad. El rango de CMI de linezolid de-
tectado en este 99% de los aislamientos de E. faecalis sen-
sibles fue de 0,5 a 2 mg/l. En el caso de E. faecium, el ran-
go de CMI detectado en los nueve aislamientos estudiados
fue de 0,75 a 1,5 mg/l.

En lo que respecta al grupo de los aminoglucésidos, se
detectd resistencia de alto grado a la gentamicina en el 32%
de las cepas de E. faecalis, pero no se detectd esta resisten-
cia en ninguno de los E. faecium analizados. Por otro lado,
se encontrd resistencia de alto grado a la estreptomicina en
el 51% de los aislamientos de E. faecalis y en tres de los
nueve de E. faecium.

Por ultimo, cabe destacar la elevada frecuencia de de-
teccion de resistencia a los antibiticos betalactdmicos pe-
nicilina y ampicilina en E. faecium (seis de nueve aisla-
mientos), a diferencia de E. faecalis, especie en la cual ra-
ramente se detectaron cepas resistentes (1% a 2%).

DISCUSION

La distribucion global de especies coincide con la ma-
yoria de las series consultadas (17, 18), siendo E. faecalis
la predominante en nuestro centro hospitalario (92%), se-
guida de E. faecium (8%).

El estudio de sensibilidad puso de manifiesto que los
aislamientos de E. faecalis son mayoritariamente sensibles
a los betalactdmicos, cosa que no ocurre en E. faecium, es-
pecie en la cual dos tercera partes de los aislamientos estu-
diados presentaron resistencia a la penicilina y la ampicili-
na. En los dltimos afios se ha observado un incremento en
la resistencia a los betalactdmicos de E. faecium, que gene-
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ralmente se debe a una alteracién de la PBP(57), siendo es-
te mecanismo de resistencia muy poco frecuente en E. fae-
calis (3, 4). En Estados Unidos se han descrito cepas de E.
faecalis, y excepcionalmente de E. faecium, productoras de
betalactamasas (5, 6), pero en Europa no se ha detectado,
por el momento, este tipo de cepas. En nuestra coleccion de
Enterococcus hemos encontrado una alta proporcién de
aislamientos con resistencia a los macrélidos (>50% tanto
para E. faecalis como para E. faecium). El mecanismo de
resistencia a los macrélidos mas frecuente en Enterococcus
es por modificacion de la diana del antibiético en el ribo-
soma por expresion del gen erm(B), que confiere el fenoti-
po de resistencia denominado MLS;, que implica la resis-
tencia conjunta a macrélidos-lincosamidas y estreptogra-
minas del grupo B (8).

La mayor parte de los aislamientos de E. faecalis pre-
sentd resistencia a quinupristina-dalfopristina (97%, con
CMI >4 mg/l). Este alto porcentaje se debe a la resistencia
intrinseca que presenta E. faecalis a la estreptogramina del
grupo A, uno de los dos componentes de quinupristina-dal-
fopristina. Por ello, este antibidtico no es titil frente a esta
especie bacteriana. En el caso de E. faecium, el 34% de los
aislamientos fue sensible a este antibidtico, siendo este por-
centaje inferior que el referido en otros estudios (19). Tal
diferencia podria deberse al bajo nimero de muestras ana-
lizadas.

La resistencia de alto grado a la gentamicina en E. fae-
calis fue del 32%. Estos datos concuerdan con lo descrito en
otros hospitales, tanto nacionales como extranjeros, donde
se refieren porcentajes de resistencia que oscilan entre el
20% y el 40% (9-11). No se detectd, sin embargo, resisten-
cia de alto grado a la gentamicina en nuestra corta serie de
aislamientos de E. faecium. No obstante, en un estudio re-
ciente realizado en 27 paises europeos se refiere un 23% de
resistencia a la gentamicina en esta especie de Entero-
coccus (12).

Por otra parte, la tasa de resistencia a la estreptomicina
fue del 51% y el 33% para E. faecalis y E. faecium, respec-
tivamente, similar a la encontrada por otros autores, siendo
E. faecalis 1a especie con mds alta tasa de resistencia (20).

En Espafia, la incidencia de Enterococcus resistentes a
los glucopéptidos es baja, generalmente inferior al 2% (7,
21), y lo mismo ocurre en otros paises europeos. Esta si-
tuacion es distinta en Estados Unidos, donde el porcentaje
de resistencias es elevado, sobre todo en cepas procedentes de
pacientes de la UCI (22, 23). En nuestra serie de Entero-
coccus no se han detectado aislamientos resistentes a este
grupo de antibidticos.

Los aislamientos de Enterococcus fueron sensibles al li-
nezolid (excepto una cepa de E. faecalis que se clasific6 en
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la categoria intermedia), con un rango de CMI muy estre-
cho (0,5 a 3 mg/l), aunque Johnson y cols. (24) describen
cepas con CMI >4 mg/l. Este antibiético podria conside-
rarse como una alternativa en el tratamiento de las infec-
ciones por enterococos resistentes a otros farmacos (25).

CONCLUSION

Nuestros aislamientos presentan con cierta frecuencia
resistencia a los antimicrobianos de primera eleccién, y por
ello es necesario conocer la sensibilidad a otros farmacos
que de forma aislada o combinada pueden actuar sobre el
foco de infeccidn. Es de destacar la elevada sensibilidad de
E. faecalis y E. faecium al linezolid y los glucopéptidos.

Correspondencia: M.J. Gastanares, Laboratorio de Microbiologia, Com-
plejo Hospitalario San Millan-San Pedro, Autonomia de la Rioja s/n, 26004
Logrofio, La Rioja. Tel.: 941-29 45 00 (Ext. 552). Fax: 941-29 45 23. E-mail:
mjgastafiares @hotmail.com
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