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RESUMEN

Palabras clave

Obijetivo. Describir las caracteristicas epidemioldgicas, fenotipicas y genéticas de aislamientos clinicos por-
tadores de optrA identificados en la vigilancia de resistencia antimicrobiana por el laboratorio del Instituto
Nacional de Salud de Colombia.

Métodos. Entre octubre de 2014 y febrero 2019, se recibieron 25 aislamientos de Enterococcus spp. resis-
tentes al linezolid. La identificacion y sensibilidad antimicrobiana se determiné con Vitek 2 y la concentracion
inhibitoria minima (CIM) al linezolid se establecié con E-test. El gen opirA se detectdé mediante PCR. La
diversidad genética de aislamientos positivos para optrA se analiz6 con Diversilab®. Se seleccionaron seis
aislamientos para llevar a cabo la secuenciacion del genoma completo.

Resultados. Se confirmo el gen optrA en 23/25 aislamientos de E. faecalis de siete departamentos de Colom-
bia. Los aislamientos presentaron una CIM al linezolid entre 8 y >256pg/mL. La tipificacion por Diversilab®
indicé una amplia variabilidad genética. Todos los aislamientos analizados mediante secuenciacion del
genoma completo, presentaron genes de resistencia fexA, ermB, IsaA, tet(M), tet(L)y dfrG ademas de optrA
y fueron negativos para otros mecanismos de resistencia al linezolid. Se identificaron tres secuencias tipos
y tres variantes de optrA: ST16 (optrA-2), ST476 (optrA-5) y ST618 (optrA-6). El entorno genético de los ais-
lamientos optrA-2 (ST16) presentd el segmento impB, fex, optrA, asociado a plasmido, mientras que en dos
aislamientos (optrA-6 y optrA-5) se encontré el elemento cromosémico transferible Tn6674-like.

Conclusion. Los aislamientos clinicos positivos para optrA presentan una alta diversidad genética, con diferentes
clones y variantes de optrA relacionados con dos tipos de estructuras y diferentes elementos genéticos moviles.

Enterococcus faecalis; linezolid; farmacorresistencia microbiana; Colombia.

El linezolid es un antimicrobiano de la familia de las oxazo-  a la meticilina (SARM) y Enterococcus resistente a la vanco-
lidinonas usado como tratamiento de infecciones causadas por  micina (ERV) (1-3). De acuerdo con la Organizacién Mundial
bacterias Gram positivas, especialmente para microorganismos  de la Salud, las oxazolidinonas hacen parte de la lista de anti-
multidrogorresistentes como Staphylococcus aureus resistente ~ microbianos de importancia critica para la salud de los seres
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humanos (https://www.who.int/foodsafety /publications/cia
2017es.pdf?ua=1.AUTOR) .

Aunque la frecuencia de resistencia al linezolid en Entero-
coccus spp. a nivel mundial es baja (<1,2%) segtin lo notificado
por programas como SENTRY (Antimicrobial Surveillance Pro-
gram, 0,38% para el periodo 2008 a 2016), LEADER (Linezolid
Experience and Accurate Determination of Resistance, 0,5% entre
2011 y 2015) y ZAAPS (Zyvox® Annual Appraisal of Potency
and Spectrum, 1,17%), en los tltimos afos a nivel mundial se
ha observado un incremento en los reportes de resistencia al
linezolid por diferentes mecanismos (4-8).

La resistencia al linezolid se ha asociado con: i) mutaciones
cromos6micas del gen ARNr 23S y las proteinas ribosomales L3,
L4y L22 (1, 2), y i) genes transferibles en pldsmidos como cfr (9),
poxtA (10) y optrA (11). El gen cfr codifica una metiltransferasa
ARNr 23S que confiere resistencia a las oxazolidinonas (linezo-
lid), fenicoles, lincosamidas, pleuromutilinas y estreptograminas
A (9), mientras que los genes poxtA y optrA codifican una proteina
transportadora tipo ATP-binding cassette (ABC)-F que confiere
resistencia a las oxazolidinonas (linezolid y tedizolid) y fenicoles
a través de un mecanismo de proteccién del ribosoma (12).

El gen optrA fue identificado por primera vez en China en
2015 (11); se ha detectado principalmente en diferentes especies
de Enterococcus spp., (4, 11-14), Staphylococcus sciuri, Staphylo-
coccus simulans (13) y Streptoccosus suis (15). Asi mismo, se han
identificado microorganismos portadores del gen optrA en ali-
mentos de origen animal (11,16-18), personas hospitalizadas
e individuos sanos (4, 7, 11-14), aguas residuales (19) y suelos
(20). Este gen ha sido detectado en diferentes plasmidos y cro-
mosomas (4, 11, 13-21). Actualmente optrA se ha reportado en
paises de Asia (4, 14, 15, 19, 21), Europa (4, 8, 17, 22-24), Africa
(18,19, 21) y América (4, 16, 21). En Colombia, la primera detec-
cién de optrA se realiz6 en Enterococcus faecalis recuperados en
carne cruda de origen avicola (16).

El objetivo de este estudio es describir las caracteristicas epi-
demioldgicas, fenotipicas y genéticas de aislamientos clinicos
portadores del gen optrA, recuperados a través de la Vigilancia
Nacional por Laboratorio de la Resistencia a los Antimicrobianos,
liderada por el Grupo de Microbiologia de la Direccion de Redes en
Salud Publica del Instituto Nacional de Salud (INS) de Colombia.

MATERIALES Y METODOS

Se realiz6 un estudio retrospectivo, descriptivo, transversal.
Entre octubre de 2014 y febrero de 2019, la vigilancia nacio-
nal por laboratorio de la resistencia a los antimicrobianos en
microorganismos causantes de infecciones asociadas a la
atencion en salud (IAAS) del INS recibié 25 aislamientos de
Enterococcus spp. (uno en 2014, dos en 2016, cuatro en 2017, 14
en 2018 y cuatro entre enero y febrero de 2019) resistentes al
linezolid, enviados por 12 instituciones desde 7 departamen-
tos del pais de manera voluntaria. La confirmacién del género
y la especie bacterianas y de la susceptibilidad antimicrobiana
se realiz6 a través del sistema automatizado Vitek-2 Com-
pact® (bioMérieux), y se determin la concentracién inhibitoria
minima (CIM) al linezolid usando el método epsilométrico
E-test® (bioMérieux, Durham, EE.UU.). Los resultados de sus-
ceptibilidad fueron interpretados de acuerdo a los parametros
del Clinical and Laboratory Standards Institute (25).

El ADN de los aislamientos se obtuvo por lisis celular con
ebullicién. La deteccion del gen optrA se realiz6 por PCR
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convencional, usando los iniciadores y las condiciones descri-
tas por Wang et al (11).

Los aislamientos positivos para optrA fueron tipificados a
través de rep-PCR automatizada por electroforesis capilar,
utilizando el sistema Diversilab (bioMérieux, Marcy 1’Etoile,
Francia) kit Enterococcus, siguiendo las instrucciones del fabri-
cante. Los patrones electroforéticos fueron analizados mediante
el software en linea de Diversilab®, usando el coeficiente de
correlacién de Pearson. Los aislamientos con similitud >97% se
consideraron indistinguibles, 295% a <97% aislamientos simila-
res y <95% aislamientos diferentes.

Se seleccionaron seis aislamientos positivos para optrA para
realizar secuenciacién del genoma completo (SGC). La extrac-
cién de ADN gendmico se realiz6 a partir de colonia en agar BHI
usando PureLink™ Genomic DNA mini Kit (ThermoFisher Scien-
tific, Massachusetts, EE.UU.) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. E1 ADN se cuantificé usando Qubit 4 (ThermoFisher
Scientific, Massachusetts, EE.UU.) y se verificé la calidad e inte-
gridad con Nanodrop (ThermoFisher Scientific, Massachusetts,
EE.UU.) y gel de agarosa. Las librerias indexadas de ADN se
elaboraron usando los kits Nextera XT y Dual index de Illumina,
siguiendo las especificaciones del fabricante (Illumina, San Diego,
EE.UU.). El control de calidad de las librerias (tamafio y concentra-
cién) se realizé usando Qubit 4 y el estuche High Sensitivity DNA
para Bioanalyzer 2100 (Agilent, Santa Clara, EE.UU.). Las libre-
rias gendémicas fueron secuenciadas usando kit V2 de 500 ciclos
en la plataforma Illumina Miseq (Illumina, San Diego, EE.UU.).
La calidad de las lecturas de las secuencias se verificé mediante
el software FASTQC (Babraham Bioinformatics, https://www.
bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

La presencia de genes de resistencia y elementos méviles se
analiz6 usando los datos genémicos generados y comparando-
los con las bases de datos de ResFinder (26), LRE-Finder (27)
y Plasmidfinder (28). La tipificacion molecular se realizé con
MLST y el llamado de SNPs usando CSIphylogeny, todos sof-
twares de libre acceso del Center of Genomic Epidemiology,
DTU-Denmark (http:/ /www.genomicepidemiology.org/). El
arbol filogenético y los metadatos se visualizaron en la apli-
caciéon Microreact. El ambiente genético fue caracterizado y
comparado usando la anotacién de PROKKA (29) y Genbank,
los alineamientos de los clusters del gen optrA y las referencias
seleccionadas usando BLAST-N (30), y los softwares Artemis
18.0.3 y ACT 18.0.3 (31) del instituto Sanger-UK.

Para la investigaciéon de campo se priorizé el departamento
con el mayor niimero de casos; se caracterizaron en total nueve
casos. Se disefi¢ una encuesta para recopilar las variables socia-
les y demograficas, antecedentes clinicos, familiares, laborales
y de alimentacién. La informacién se analiz6 en Epi info™ 7.

Este estudio no requirié aprobaciéon por un comité de ética
por encontrarse en el contexto de la vigilancia en salud ptblica.
Los datos demograficos de los pacientes se anonimizaron y la
informacién recolectada en campo conté con consentimiento
informado firmado por cada individuo. Todos los datos fueron
manejados bajo proteccién de confidencialidad (ley 1581 de
2012 de Colombia).

RESULTADOS

De los 25 aislamientos recibidos, se confirmé la presencia de
optrA en 23 (92%) Enterococcus faecalis (cuadro 1) de siete depar-
tamentos (Antioquia, Bogota D.C., Casanare, Cesar, Norte de
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Santander, Santander y Valle del Cauca) y 10 instituciones. La
gran mayoria (n=13; 56,5%) de pacientes fueron procedentes del
departamento de Santander (cuadro 1). Del total de pacientes,
10 (43,5%) asistieron a consulta externa (servicio ambulatorio),
ocho (34,8%) se encontraban hospitalizados y de los restantes
no se obtuvo informacién (cuadro 1). La edad de los pacientes
present6 un rango de entre 26 dias y 91 afios. La mayoria (n=14;
60,9%) fueron adultos mayores (>60 afios); el 52.2% (n=12)
corresponden a mujeres y la muestra de la que se aisl6 E. faecalis
portador de optrA con mas frecuencia fue orina (n =17; 73,9%).
De los tres casos identificados en la poblacién pediatrica, dos
casos (uno de 26 dias y otro de dos meses) corresponden a
pacientes hospitalizados desde su nacimiento (cuadro 1).

Perfil de susceptibilidad antimicrobiana

Todos los aislamientos optrA positivos fueron resistentes al
linezolid, con una CIM entre 8 ug/mL y >256 ug/mL (cuadro
1). También fueron resistentes a la eritromicina, la minociclina
y la tetraciclina. El 60,9% (n=14) fueron resistentes a la cipro-
floxacina. Todas las muestras fueron sensibles a la ampicilina,
la teicoplanina y la vancomicina

Diversidad genética de los aislamientos
portadores de opirA

Los aislamientos de E. faecalis portadores de optrA se clasifica-
ron en 17 patrones electroforéticos (similitud <65%), divididos
en 14 perfiles tinicos y tres grupos gendmicos (figura 1): grupo
12, formado por cuatro aislamientos (GMR RA-671.18, GMR
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RA-541.18, GMR RA-47.19 y GMR RA-61.19) con similitud de
97,8% (indistinguibles entre si), enviados de Santander, Valle
del Cauca y Bogoté (figura 1 y cuadro 1); grupo 14, formado
por GMR RA-524.18 y GMR RA-109.19, con similitud de 95,5%;
y grupo 16 formado por GMR RA-402.18, GMR RA-663.17 y
GMR RA-325.16 con similitud de 95,9%, recuperados en San-
tander y Cesar (figura 1y cuadro 1).

Secuenciacion del genoma completo y
distribucion de genes de resistencia

En los seis aislamientos analizados por secuenciaciéon del
genoma completo se identificaron tres variantes de optrA,
optrA-2 “variante EDM” (n=3), optrA-5 (n=2) y optrA-6
“variante EDD” (n=1) (cuadro 1) y no se identificaron otros
genes asociados con resistencia al linezolid, como genes cfr 6
poxtA; tampoco se detectaron mutaciones en ARNr 23S ni en las
proteinas ribosomales L3, L4 y L22. En cuanto a otros determi-
nantes de resistencia, se detect6 la presencia de diversos genes
que codifican resistencia a aminoglucésidos [genes spc, aac(6’)-
aph(2”), aph(3’)], fenicoles (genes cat, fexA), estreptograminas,
macroélidos, lincosamidas (ermA, ermB, IsaA, InuB), tetraciclinas
[genes tet(M) y tet(L)] y trimetoprima-sulfametoxazol (dfrG).
Ademas de optrA, todos los aislamientos fueron portadores de
genes fexA, ermB, IsaA, tet(M), tet(L) y dfrG (cuadro 1).

Ambiente genético del gen opirA

El ambiente genético de optrA fue comparado in silico
con datos previamente publicados en el NCBI. Todos los

FIGURA 1. Dendrograma, imagen del gel virtual y matriz de similitud de aislamientos de Enterococcus faecalis positivos para

optrA, tipificados con Diversilab®
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Fuente: elaborada a partir de los patrones electroforéticos obtenidos de la rep-PCR, usando el sistema Diversilab® y las muestras analizadas en este estudio.
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FIGURA 2. Representacion esquematica de ambiente genético del gen optrA. Las flechas indican la direccion de la transcripcion.
a. Representacion esquematica de aislamientos portadores de optrA-2 comparados con la cepa pS7316 (LC499744). b. Represen-
tacion esquematica de aislamientos portadores de optrA-5 y optrA-6, comparados con la plataforma Tn6674 del aislamiento TZ2

(MH225421).
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Las flechas rojas representan genes de resistencia antimicrobiana. Las flechas azules representan genes asociados a transposicién y recombinacion, replicacion y reparacion. La flecha verde representa el gen met
que codifica una metiltransferasa. Las flechas grises representan genes que codifican otras funciones y las flechas negras representan proteinas hipotéticas.
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aislamientos presentaron genes de resistencia fexA y optrA
localizados en la misma orientacién (figura 2). En el entorno
genético de aislamientos portadores de optrA-2 se observd
la presencia de un segmento comtn formado por los genes
“impB (gen de reparacién de ADN asociado a plasmido), fexA
y optrA”; esta estructura se ha asociado con plasmidos (figura
2a) (19). Ademas del segmento mencionado, los aislamientos
GMR-RA 325.16 y GMR-RA 648.18 mostraron dos genes rela-
cionados con trasposicion bin3 (ADN invertasa del Tn552) -y
tnpA (transposasa de Tn3), y mas alejado de optrA, se detectd
un locus que codifica la secuencia de insercién IS6 (figura 2a).
En los aislamientos GMR-RA 541.18 (optrA-5) y GMR-RA 604.18
(optrA-6) se identifico el Tn6674-like conformado por ocho
locus, distribuidos del modo siguiente: tres genes asociados con
transposicion (transposasas tnpA — C), cuatro genes de resisten-
cia que fueron optrA, fexA, spc (resistencia a espectinomicina) y
erm(Al) y una metiltransferasa (met) (figura 2b).

Analisis filogenético y distribucion geografica

Se identificaron tres secuencias tipos, cada una asociada a
una variante de optrA; tres aislamientos fueron ST16 “CC16”
(optrA-2), dos fueron ST476 (optrA-5) y uno fue ST618 “CC59”
(optrA-6) (cuadro 1). El arbol filogenético muestra que los tres
aislamientos ST16 se encuentran relacionados genéticamente
a pesar de haber sido aislados en diferentes departamentos;
una situacién similar se observa con los aislamientos ST476
(https:/ /microreact.org/project/ UUqRJNOyC/ed3e5466).

Estudio epidemioldgico
Santander fue el departamento con el mayor niimero de casos

(nueve en total provenientes de los municipios de Bucaramanga
y Floridablanca, ciudades cercanas). Del total de casos, ocho
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fueron identificados en consultas ambulatorias, siete fueron cla-
sificados como colonizados y seis casos eran adultos mayores
(>60 afos). En ninguno de los nueve individuos se identific6
exposicion previa al linezolid o alguna relacion entre el servicio
de hospitalizacién, antecedentes clinicos, familiares, ocupacio-
nales o hédbitos de alimentacién y consumo.

DISCUSION

En Colombia, los datos de la vigilancia nacional de resisten-
cia en IAAS, usando el software WHONETS5.6, indican que para
2018 la resistencia al linezolid en E. faecium es de 1,7% (n=1512)
y en E. faecalis de 1,7% (n=12.051); estos datos muestran un leve
incremento si se comparan con datos reportados a nivel mundial
por diferentes programas de vigilancia como SENTRY, LEADER
y ZAAPS (4-7). En nuestro estudio, la prevalencia de optrAen E.
faecalis resistentes al linezolid fue de 96% (23); este dato es simi-
lar al reportado para 2016 en Alemania, donde la prevalencia de
optrA fue del 90,9% en E. faecalis segtin lo reportado por el Ins-
tituto Robert Koch (centro nacional de referencia en Alemania).

Las variantes optrA-2, optrA-5 y optrA-6 identificadas en este
estudio han sido reportadas en humanos (4, 7, 8, 14, 21) y ali-
mentos de origen animal (18, 19, 21); optrA-2 se ha identificado
incluso en aguas residuales (18, 21). En Colombia, optrA-2 se
ha descrito previamente en carne cruda (16, 21), mientras que
es la primera vez que se reporta optrA5 y optrA-6. La variante
mas comun fue optrA-2 (EDM) y aunque ninguno de estos ais-
lamientos present6 mecanismos adicionales de resistencia al
linezolid, todos fueron resistentes al linezolid con CIM entre 8
y >256 pg/mL, contrastando con los datos publicados por Cai
y cols (14) donde aislamientos optrA-2 (EDM) presentaron una
CIM al linezolid en el rango sensible e intermedio (<2 y 4 pg/
mL, respectivamente); el estudio de Cai y cols. mostré algunas
modificaciones en el ambiente genético de optrA-2, algunos

FIGURA 3. Arbol filogenético de aislamientos de E. faecalis portadores del gen optrA basados en los datos de secuenciacién del
genoma completo, datos demograficos y concentracion inhibitoria minima al linezolid del aislamiento

MLST Linezolid_MIC optrA_variant localization sample_source
GMR-RA 325.16 16 8 optrA_2_KT862781 Santander No data
GMR-RA 402.18 16 256 optrA_2_KT862781 Cesar Urine
GMR-RA 648.18 16 16 optrA_2_KT862781 Casanare Blood
T GMR-RA 319.17 476 H 32 optrA_5_KT862783 Bogota Urine
l GMR-RA 541.18 476 32 optrA_5_KT862783 M Valle del Cauca | Peritoneal fluid
® GMR-RA 604.18 618 16 optrA_6_KT862784 | Antioquia Tissue

Fuente: |a informacion geografica y muestra fueron tomados de los datos diligenciados del formato de envio de los aislamientos a la vigilancia. Los resultados fenotipicos y genotipicos son resultado del andlisis

realizado en este estudio.
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aislamientos pierden el gen fex, mientras que otros presenta-
ban el gen araC (regulador transcripcional) corriente arriba de
optrA. Sin embargo, los autores sugieren que son necesarios
mas estudios para aclarar los factores relacionados con la regu-
lacién de optrA y los valores de CIM al linezolid (14). En nuestro
caso, el ambiente genético de optrA-2 fue diferente al de los ais-
lamientos del estudio de Cai y cols. (14); todos conservaron el
gen fex en la misma direccién de optrA y ninguno presenté araC,
y al igual que los investigadores mencionados consideramos
necesario profundizar y evaluar los factores asociados con la
resistencia al linezolid (CIM >8ug/mL) en nuestros aislamien-
tos optrA-2.

En cuanto al entorno genético de optrA, este fue diverso y aso-
ciado tanto a plasmido como a cromosoma, lo que sugiere que
el mecanismo de diseminacion de optrA se relaciona con trans-
ferencia horizontal y no con la diseminacién de un clon (16, 21).
Los aislamientos portadores de optrA-2 (ST16) presentaron un
segmento comun “optrA, fexA e impB”, el cual se ha asociado
con diferentes plasmidos, en muestras de diversos origenes y
se ha identificado en paises como Colombia, Estados Unidos,
China, Alemania, Espana, Escocia, Irlanda, Suecia y Tanez, entre
otros (4, 21, 32). Ademas del segmento mencionado, dos de los
tres aislamientos optrA-2 (GMR-RA 325.16 y GMR-RA 648.18)
presentaron los locus tnpA y bin3, relacionados con los transpo-
sones Tn3 y Tnb52, respectivamente; estos transposones se han
asociado con genes de resistencia mientras Tn552 se ha iden-
tificado en Enterococcus spp. y Staphylococcus spp., relacionado
especialmente con betalactamasas (33); la estructura impB, fex,
optrA, tnpA y bin3 detectada en nuestros aislamientos optrA-2,
ha sido identificada en aislamientos de E. faecalis de Japén
(pS7316; GenBank: LC499744.1) y Escocia (pWE0438) (32).

Por otra parte, un aislamiento optrA-5 (GMR-RA 541.18;
ST476) y otro optrA-6 (GMR-RA 604.18; ST618), presentaron el
transposén cromosomal Tn6674-like (miembro de la familia
Tnb554), considerado uno de los nuevos mecanismos de dise-
minacién de optrA (34), descrito recientemente en aislamientos
de diferentes origenes en paises como China, Malasia, Taiwan,
Francia y Tunez, (4, 21, 34), y reportado por primera vez en el
continente americano (4). Li y cols. (34) describieron la presencia
de formas intermediarias circulares de Tn6674, lo que sugiere
que es un transposén activo capaz del escindirse del ADN hués-
ped, formar una estructura circular e integrarse en un nuevo
ADN, de igual forma que otros transposones de esta familia (34).

Respecto de la diseminacién de optrA en Colombia, se podria
considerar un evento policlonal dado que se encontraron tres
clases de secuencias tipo (ST). La mas prevalente fue ST16 (50%),
la cual es la ST maés reportada a nivel mundial en aislamientos
positivos para optrA y se ha identificado en aislamientos clinicos
de Alemania, China, Dinamarca, Escocia y Tailandia (4, 8, 11, 16,
22-24, 32), asi como en cerdos en Colombia (21). Igualmente,
ST476 se ha identificado en aislamientos humanos (11, 14, 21) y
de animales (11) mientras que, hasta la fecha, ST618 solo se ha
reportado en animales (11) y este ST pertenece al CC59 al cual
también pertenecen dos de los tres aislamientos reportados en
carne cruda en Colombia (16).

Aunque todos los aislamientos optrA positivos de este estudio
fueron E. faecalis resistentes al linezolid, cabe resaltar que un estu-
dio que evalud la estructura poblacional de E. faecium resistente a
la vancomicina (EfmRV) en Latinoamérica (35) reporté en Colom-
bia un aislamiento de EfmRV portador de optrA pero sensible al
linezolid; este fendmeno se ha descrito previamente en China (14).

Saavedra et al. ® Enterococcus faecalis resistente al linezolid en Colombia

Ala fecha, en la vigilancia nacional solo se recibe aislamientos no
sensibles al linezolid para deteccién de optrA, por lo cual seria
necesario evaluar este gen en nuestros aislamientos de Enterococ-
cus spp. sensibles al linezolid para establecer la prevalencia de
optrA en este tipo de aislamientos en Colombia.

En los aislamientos de este estudio, adicional a optrA se
identific6 una combinacién de diferentes determinantes de
resistencia a multiples antimicrobianos (fexA, ermB, IsaA, tet(M),
tet(L) dfrG) y al igual que otros estudios podemos sugerir que
la propagacion de optrA en diferentes ambientes (comunidad,
hospital o ambiente agricola) puede estar dada posiblemente
por la presién selectiva ejercida por antimicrobianos diferentes
a las oxazolidinonas (11, 24).

En este estudio, el 43% de los individuos en los que se aisl6 E.
faecalis positivo para optrA acudieron a consulta externa. De los
nueve casos a los que se les realiz6 encuesta siete fueron con-
siderados colonizados; esto sugiere que estos individuos son
portadores y, de manera similar a otros estudios, no fue posible
establecer el factor de riesgo asociado (14, 24). Cai y cols. (14)
sugieren que estos individuos sanos son portadores comensales
de E. faecalis positivos para optrA y esta puede ser una de las
formas de propagacion de estos patogenos (14). Por otra parte,
ocho individuos del estudio se encontraban ubicados en dife-
rentes servicios de hospitalizacién. De ellos, se reviso la historia
clinica de dos nifnos (26 dias y dos meses, respectivamente) y
se comprobd que nacieron por cesdrea y se encontraban hos-
pitalizados desde su nacimiento, lo cual permite sugerir que
presentaron una infeccién asociada a la atencién en salud. Por
lo anterior, podemos sugerir que, en Colombia, circula E. faecalis
positivo para optrA a nivel tanto comunitario como hospitala-
rio, lo cual complementa los datos de presencia en nuestro pais
de optrA en alimentos de origen animal y en animales.

Dentro de las limitaciones de este estudio esta no evaluar
aislamientos sensibles y no contar con todos los aislamientos
a nivel nacional porque la vigilancia es voluntaria. Adicional-
mente, no se realizaron ensayos de transferencia de resistencia
ni caracterizaciéon completa de pldsmidos por una limitacion
técnica del tipo de secuenciacién usada.

En conclusién, nuestro estudio describe que en los aislamien-
tos clinicos de E. faecalis recibidos en la vigilancia nacional el
principal mecanismo de resistencia a linezolid es el gen optrA.
Estos aislamientos presentan alta diversidad genética, con dife-
rentes clones y variantes de optrA relacionados con dos tipos de
estructuras y diferentes elementos genéticos méviles. Teniendo
en cuenta que, en Colombia, optrA se ha identificado en huma-
nos, alimentos y animales es importante reforzar la deteccion
de este mecanismo de resistencia a través de una vigilancia
integrada con el fin de comparar datos, establecer dinamicas de
transmision y estrategias de prevencién que permitan contener
la diseminacién de optrA en los diferentes con base en el con-
cepto de “una sola salud”.
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National surveillance of clinical isolates of Enterococcus faecalis resistant
to linezolid carrying the optrA gene in Colombia, 2014-2019

ABSTRACT

Keywords

Objective. To describe the epidemiological, phenotypical and genetic characteristics of clinical isolates carr-

ying the optrA gene identified in antimicrobial resistance surveillance by the laboratory of the National Institute

of Health of Colombia.

Methods. Between October 2014 and February 2019, 25 isolates of Enterococcus spp. resistant to linezolid
were received. Antimicrobial identification and sensitivity were determined using Vitek 2 and the minimum
inhibitory concentration (MIC) to linezolid was established with E-test. The optrA gene was detected by PCR,
and the genetic diversity of optrA-positive isolates was tested with Diversilab®. Six isolates were selected to

perform whole genome sequencing.

Results. The optrA gene was confirmed in 23/25 isolates of E. faecalis from seven departments in Colombia.
The isolates presented a MIC to linezolid between 8 and >256ug/mL. Typing by Diversilab® showed a wide
genetic variability. All the isolates analyzed by whole genome sequencing showed the resistance genes fexA,
ermB, IsaA, tet(M), tet(L) and dfrG in addition to optrA and were negative for other mechanisms of resistance
to linezolid. Three type sequences and three optrA variants were identified: ST16 (optrA-2), ST476 (optrA-5)
and ST618 (optrA-6). The genetic environment of the optrA-2 (ST16) isolates presented the impB, fex, optrA
segment, associated with plasmid, while in two isolates (optrA-6 and optrA-5) the transferable chromosomal

element Tn6674-like was found.

Conclusion. OptrA-positive clinical isolates present a high genetic diversity, with different optrA clones and
variants related to two types of structures and different mobile genetic elements.

Enterococcus faecalis; linezolid; drug resistance, microbial; Colombia.
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