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Abreviatura

VRE

PBP

EBS

AS
UTl

cDC

SEM

IAP

MPO

MIC

DLso

PMN

LISTA DE ABREVIATURAS

Significado

Vancemycin-resistant entarccocal {enterococaos
vancormicing resistentes)

Protein binding penicilin (Proteina de unidn a ia
penicilina)

Enterococcus binding substance {Sustancia de unién
enterococal)

Aggregation substance (sustancia de agregacion)
Urinary tract infection (Infeccién del tracto uninario)

Center for Disease Control {Centro de contro! de
Infecciones)

Scanning electron microscopy (Microscopia electronica)

Integrin-associated proten (Proteina asociada a
integrina)

Mieloperoxidasa

Minimum inhibitory concentration (concentracion minima
inhibitoria)

Dosis letal al 50%

Polimorfonucleares



INTRODUCGION

INTRODUCCION

Los primeros reportes referentes a la patogenicidad de fos enterococos se
remontan a finales del siglo XX, cuando McCallum y Hastings lograron aislar
al microorganismo a partir de un caso de endocarditis vy le asignaron la
denominacion de Micrococcus zimogenes, tomando cormao base su morfologfa
microscopica y sus amplias propiedades fermentativas. Desde aquel
entonces, se pudo comprobar la persistente resistencia de los enterococos a
la desecacion, a las temperaturas de hasta 60°C y a diversos agentes
antisépticos, factores que. un siglo después, contrbuyeron a su elevada
incidencia dentro del ambiente nosccomial, lo que gradualmente los ha venido
situando entre los cuatro principales agentes causales de enfermedades

intrahospitalanas (31,40).

Durante casi un siglo, los enterococos fueron considerados simples miembros
de fa flora habitual del intestino y sdlo ocasionalmente se les reportd como
probables responsables de los cuadros patoldgicos que afectaban a la
poblacion; sin embargo, en la época actual se les toma en cuenta entre los
patdgenos mas destacados dentro de las instituciones nosocomiales: en
E.UA. se calcula que estos microorganismos provocan mas de 800,000
casos anuales de enfermedades diversas, con costos mayores a los 500
miflones de USD, aicanzando uno de los primeros fres sitios, dependiendo de
la region anatémica implicada y de la ubicacion geografica analizada (28).

-1-
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Si bien entre los padecimientos debidos al género Enterococcus figuran las
infecciones del tracto wurinario, las bacteremias, las afecciones
intfraabdominales y la endocarditis -todos los cuales requieren de los mayores
cuidados-, quiza el problema mas importante resida en su  actual

multirresistencia a los antibidticos (28,50).

Las sepilicemias debidas a enterococos resistentes a vancomicina (VRE)
registran una doble tasa de mortalidad {37 %), respecio a la implicada (16 %)
en los casos asociados a cepas susceptibles al mencionado glucopéptido. En
este sentido, es importante subrayar que la vancomicina habia venido
representando una eficaz alternativa para llevar a cabo el tratamiento de
infecciones sistémicas enterococcicas provocadas por cepas resistentes a
muchos otros antibidticos y que, por lo tanto, la abrupta aparicién de
numercsas clonas de VRE (practicamente la mitad del total de los
aislamienios clinicos) plantea un complicado desafio terapéutico para los

equipos de salud (28,31,40,80).

Por otra parte, es preciso aclarar gue la adquisicion de multirresistencia a los
antimicrobianos no explica del todo el acelerado incremeanto en la frecuencia
de las enfermedades intrahospitalarias debidas a £. faecalis y E. faecium, ya
que otros factores que también influyen de manera determinante en la

problematica, son: el aumento de la propagacién de los enterococos a partir
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del intestino y su adquisicdn de mayor virulencia. a través de diversos
elementos génicos maviles; a este Uliimo respecto, resulta hasta cierto punto
incomprensible que ef marcado incremento observado en los pacientes
hospitalizados, no se haya acompanade por un aumento significativa en la
incidencia observada entre los miembros de la comunidad extranosocomial

(31,40,80).



OBJETIVOS

OBJETIVOS

+ Sefalar los fundamentos de las pruebas bioquimicas y molecularas

mas utilizadas en el diagnéstico de laboratorio de las enterococcias

= Describir los principales factores de wvirulencia invelucrados en la

patogenicidad de Enterococcus faecahs

» Destacar los principales factores que influyen en la incidencia de

Enferococcus faecalis dentro del ambiente intrahospitalario

* Describir ias principales enfermedades ocasionadas por Enferococcus

faecalis.
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. CARACTERISTICAS MICROBIOLOGICAS

1.1. Taxonomia

En 1830, Rebecca Lancefield ubicd a los enterococos como Strepfococcus del
grupe D. La clasificacion anterior la establecid aislando cepas de
estreptococos a partir de exudados faringeos provenientes de personas
afectadas por padecimientos respiratorios. Con los exudados prepard cultivos
liquidos y extrajo sus respectivos carbohidratos “C", sometiéndolos 2 la
accion del HCI 0.2 N en caliente. Una vez extraido el carbohidrato “C”, lo
inoculaba en conejos y, previa sangria del animal inoculado, obtenia (por
centrifugacion) el suero que contenia anticuerpos anti- carbohidrate “C".
Finaimente las cepas que reaccionaron con el suero anti-D  se les clasifico

como estreptococes del grupo D {22, 34).

No fue sino hasta el afio de 1984, cuando Schleifer y Kilpper-Balz
demostraron mediante estudios de hibridacion DNA-DNA, DNA-rRNA y
secuenciacion de 1688 rRNA que Streptococcus faecalis y Streptococcus
faecium manifestaban caracteristicas diferentes a otros miembros del género
Streptococcus y que, por [o tanto, tendrian que formar parte de otro género, al

que finalmente denominaron Enterococcus (22, 80).
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Posterormente, con base en estudios taxonémicos y filogendticos, un
considerable nGmero de especies descritas recientemente se ha incluido en
esie genero, tal es el caso de Enterococcus cecorium y Enterccoccus

saccharolyticus (22).

La tabla 1 muestra los grupos/especies dei género Enferococcus, establecidos

mediante hibridacion DNA-RNA (22)

Tabla 1. Principales grupos y especies del género Enterococcus.

Grupo Especies Similitud de secuencia
16S rRNA
E. durans
E. faecium 98 7-99.7%
E. hirae
E. mundtii
E avium
Il E. raffinosus 99.3-88 7%
E. pseudoavium
1 E. casselifiavus/E. gallinarum 99.8%
Lineas E. saccarolyticus
individuales | £. faecalis
E. cecorum

Los enterococos se consideran comensales del tracto gastrointestinal y se les
aisla a partir de ambientes diversos. debido a su diseminacion a través del

excremento de humanos y animales (70)
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especies enterocdecicas son en su mayaria a-hemoliticas o no hemoliticas (4,

29, 386, 80).

Dada la elevada incidencia de los VRE en las infecciones intrahospitalarias, es
conveniente tomar en cuenta que a las formulas coriginales del agar para
enterococos y el agar BHI, se les puede agregar vancomicina a la
concentracion deseada (usualmente 6 ug/mb) v que en el medio selectivo
Enterccocceico también pueden desarrollar otras especies bactenanas ajenas

al género Enterococcus (4)

Es conveniente sefalar que se han descrito nuevos medios selectivos para
llevar a cabo el aislamiento de enterococos a pattir de orina, algunos de los
cuales contienen sustratos cromogénicos. En estos casos, F. faecalis y E
faecium suelen producir colonias de color azul en el CHROMAgar,
generalmente pequefias, previa incubacién a 35-37°C durénte 18-24 h; no
obstante, dicha incubacion debe realizarse en la oscuridad para que la

coloracion implicada permanezca estable (22, 62, 87).

Ford y cols disefaron un medio denominado agar cefalexina-aztreonam-
arabinosa, el cual también resulta ttil en los estudios epidemiolégicos, sobre
todo para detectar la presencia de E. faecium en heces de pacientes
hospitalizados con riesgo de padecer infeccionas enterococcicas sistémicas.

El medio contiene arabinosa (10 g/L). aztreonam (75 mg/L), cefalexina (50
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mg/L) y mjo fenol (2 %) sobre la base agar Columbia y el desarrollo de E.
faecium en €l se caracteriza por la presencia de colonias blancas rodeadas de
halos amartllos que indican la produccién de acide a partir de la arabinosa. por
su parte, E. faecalis da lugar a colonias transparentes sin halcs amarillentos,

ya que no utiliza dicho carbohidrato (4, 22).

Otros medios sotlidos gque se han empieade exitosamente para aisiar
enterococos, son el CNA (agar Columbia-colistina-acide naldixico) y el PEA
(agar alcohol feniletilico); el primero corresponde a un medio selectivo y
diferencial muy comunmente utilizado para aislar microorganismos Gram
positivos presentes en muestras clinicas, el cual permite detectar reacciones
hemoliticas. Por ofro lado, el medio PEA es selectivo y también incorpora
sangre, a fin de que crezcan bacterias de crecimiento lento, usa como base
agar tripticase- soya, con extracto de levadura, wtamina K y cistina. El alcohol
feniletilico inhibe |a sintesis de DNA -de manera reversible-, por lo que inhibe
el crecimiento de las bacterias Gram negativas facultativas tales como las de

la familia Enterobacteriaceae {4, 80)

1.4. ldentificacion bioquimica

Les enterococos son  anaerobios facultativos, quimioorgandtrofos con

metabolisme fermentativo, reducen nitratos vy poseen la capacidad para utilizar

-10-
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diversos tipos de carbohidratos, efectuando la fermentacion homolactica, sin

produccion de gas, tal como o indica el diagrama 1 {22, 42, 80)

Diagrama 1. Homofermentacidn factica a partir de glucosa.

Glucesa

ATP
v ADP
¥
l ATP
ADP

Fructosa 1.6- difosfato

{Gliceraidehido 3-fosfato + Dihidroxiacetona fosfato]

™
g NAD
v NADH

[ Acido 13- difosfoglicérido]

ADP
ATP
ADP
ATP
Piruvato
NADH
4 NAD

Acido lictico

Si bien el Unico producto de la homofermentacion lactica es el acido lactico, en
una heterofermentacion los productos finales son acido lactico, etanol y CQO,.
Esta diferencia esta determinada en buena pare por la presencia o ausencia

de la enzima "aidolasa" (enzima clave en la glucolisis) (13).

-1 -
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Adicionalmente, los microorganismos heterofermentadores sélo producen una
mol de ATP a partir de glucosa, lo cual difiere en la homofermentacion, en la
que se generan dos moles de dicha molécuia energética. Por otra parte. los
heterofermentadores producen CO, mediante la descarboxilacion del 6-
fosfogluconato, lo cual es minimo o no sucede con los homofementadores

(13)

Cabe recordar que la ruta bioguimica a través de la cual la glucosa se
metaboliza a piruvato es la de "Entner-Doudoroff”, la cual es llevada a cabo
por Enterococcus faecalis y no por muchos otras microorganismos Gram

positivos {72).

Debido a sus Imitadas capacidades biosintéticas, los enterococos suelen ser
exigentes en cuanto a sus requenmentos de vitaminas, amincécidos, purinas
y pirimidinas. Ademas, son catalasa negativa, crecen entre los 10 y 45°C (con
una temperatura optima de 37°C) y a amplios rangos de pH, e inclusive,
toleran concentraciones elevadas de hasta 7 % de NaCl y/o de 40 % de bilis

(42, 80).

En general, se considera que actualmente no existe un criterio fenotipico
definido que diferencia de manera confiable entre el género Enferococcus y

otros microorganismos Gram positivos (22).

'
-
[3%]
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La tabla 2 enumera las principales caracteristicas generales del género

Enterococeus:

Tabla 2. Caracteristicas generales del género Enferococcus.

Prueba Prueba

Resistencia a 40% de hilis + D-fructosa +
B- Glucosidasa + Galactosa +
Ureasa - B-Gentobiosa +
Voges Proskauer +2 Glucosa +
Leucinearilamidasa + Glucdgeno -
B-Glucuronidasa =° D-Fucosa -
Esculinasa + L-Fucosa -
Acido, a partir de: Lactosa +
N-ac-glucosamina + Maltosa +
Amigdalina +° D-manosa +
D-Arabinosa gl Ribosa +9
Arbutina + Trehalosa +"
Celobiosa + L- xilosa -

CLAVES: a = negativo sdlo en el caso de E. saccharolyticus; b = positive en
practicamente todas las cepas de E. cecorum; ¢ = negativo en algunas cepas
de E. columbae; d = poco detectable en cepas de E. avium, e = positivo sdlo
en algunas cepas de E. gallinarum, E. cecorum y E. columbae, f = las cepas
de E. faecalis aistadas de infecciones pueden presentar reaccion negativa a la
lactosa; g = negativo solo para E. flavescens; h = las cepas de E. faecalis
aisladas de infecciones presentan reaccion negativa a la trehalosa.

Por razones practicas, la identificacién presuntiva del género Enterococous

suele fundamentarse en la suma de los siguientes resultados (22, 80):

a) Cocos Gram positivos,

b) Catalasa negativa.

- i3
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c) Capacidad para desarrollar en medics con 6.5 % de NaCl

d) Capacidad de crecimiento en medios con azida de sodio al 0.04 %.

Sin embargo, una vez comprobadas ias caracteristicas anteriores en el
taboratorio, fa actividad experimental debe complementarse realizando las
pruebas de acdificacion de ribosa y Voges-Proskauer (VP), si bien es
conveniente tomar en cuenta gue esta Gltima no puede diferenciar a S. bovis

de los enterococos, ya que dicha especie también presenta reaccion positiva.

Los kits comerciales no son muy confiables para llevar a cabo la identificaciéon

de los enterococos, excepto cuando se trata de E. faecalis (29)

El sistema AP| Rapid STREP presenta un formato de galerfa que consta de 20
pruebas, tanto (fisicldgicas como cromogénicas y de utilizacidon de
carbohidratos. La lecturas pueden efectuarse en dos ocasiones ya que,
cuando no es posible establecer la identificacion después de una incubacién
de 4 h, es necesario completar las 18 h, lo cual permite observar la produccién
de acido a partir de 10 carbohidratos diferentes. Las evaluaciones
correspondientes han demostrado que este sistema aporta una gran
confiabilidad a los resultados asociados a los estreptococos del grupo D y que
identifica entre el 74 v 92 % de las cepas del grupo Viridans; la base de datos
del sistema es muy extensa e incluye la deteccién de estreptococos f-

hemoliticos agrupables y, desde luego. la de las principales especies de

-14 -
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Enterococcus (L. faecalis, E. galinarum, E. faecium, E. avium y E durans),
asi como la de pediococos, aerococos, diversas especies de Gemella, S.
bovis y Listeria monocytogenss Por tal motivo, en la actualidad representa el

micresistema mas utilizadoe para dentificar cocos Gram positivos (48)

A continuacidn se mencionan algunos aspectos de actuai interés acerca de

las principales pruebas utilizadas en la identificacion de los enterococos.

LAP (leucina B-naftilamida)

Esta determina la presencia de la enzima leucina aminopeptidasa v,
conjuntamente con la de PYR, es muy Gtl para identificar estreptococos,
ente‘rococos y algunas ofras bacterias similares. La forma comercial de esta
prueba incluye discos en que se ha absorbido el sustrato y paneles de
micropruebas cuyos resultados se obtienen en el término de 4 h o de una

noche (AP1 Rapid STREP) (22,48).

Los discos se “siembran” al ponerlos en contacto con una gota de una
suspension densa del microorganismo a probar y, 10 minutos después, se
les agrega una gota de reactivo de deteccién (en caso de que éste no se
hubiera encontrado previamente en el papel absorbente). Fl desarrollo de

color rojo sobre el disco durante los siguientes 3 a 4 minutos indicara una
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reaccton LAP positiva, por el contrario, la coloracion amaniia se interpretara

negativa y, finalmente, las tonalidades rosas sugeriran positivas débiles (48)

Voges-Proskauer (produccion de acetoina)

Esta prueba se basa en la produccién de acetoina (acetiimetilcarbinol) a partir
de glucosa. Facklam y Washington han dascrito una variante de dicha prueba
para aplicarla a estreptococos y enterococos consistiendo, concretamente, en
inocular la mayor parte del crecimiento microbiano obienide en placa después

de 24 h de incubacion, en 2 mL de caldo RMVP (22, 60).

Transcurridas 6 h de incubacién a 35°C en el RMVP, se agregan el a-naftol y
la potasa al tubo y, finalmente, éste se agita e incuba a temperatura ambiente

durante 30 minutos.

La prueba se considera positiva si el contenido del tubo adquiere una

coloracién roja o rosa (60).

Esta prueba, utilizada juntc con la de preduccion de acido a partir de ribosa.
es muy {til y confiable, ya que mientras en ambas se observan resultados
positivos con cualquier especie de enterococos, ello solo ocurre con muy

pocos estreptococos (por ejemplo, con S agalactiae y S. porcinus) (22).

- 16 -
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Acidificacién de L-arabinosa

Esta resulta positiva para numerosas especles de enterococos y negativa para
los estreptococos, exceptuando a la especie S. bovis Practicamente fodas 1as
pruebas de fermentacién de carbohidratos y de utilizacion de piruvato se
realizan empleando como medio base al caldo infusién de corazon con
purpura de bromocresol, al cual se le adicionan el piruvate o el carbohidrato
correspondiente, en concentraciones del 1 % y previamente esterilizadas por

filtracion (5,22,37).

Pirrolidonil-3-naftilamida o pirrolidonil arilamidasa (PYR)

La p;rueba de PYR es presuntiva para identificar a los estreptococos Ay D, la
enzima que se detecta es la pirrolidonil arilamidasa y la técnica implicada
consiste en sembrar el microorganismo en un medio liquido que contenga
PYR (L-pirrolidonil-f}-naftilamida), que después se incuba a 35°C durante 4 h,
En ese lapso se hidroliza el PYR y l1a §-naftilamida libre se detecta agregando
N,N- dimetilaminccinnamaldehido. La hidrélisis del PYR correlaciona con la

aparicién de un color rojo (22,48,80).

La prueba es muy sensible y especifica para los estreptococos grupo A y para
la mayoria de las especies de Enterococcus, exceptuando a las especies E.

cecorum, E. columbae y E. saccharolyticus. Sin embargo. todos las cepas
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enterocdccicas poseen la capacidad para hidrolizar a la leucina-B-naftiamida

(80)

Cabe senfalar que microorganismos tales como los lactococos, estreptococos

y algunos estafilococos también son PYR positiva {48)

Capacidad para desarrollar en presencia de NaCl al 6.5%

Esta prueba se realiza para diferenciar entre el género Enterococcus y 1os
estreptococos grupo D no enterococos, tales como S bovis y S. equinus. No
obstante, debe considerarse que, antes de realizarla, el microorganismo en
cuestidon sea sometido a la prueba de la hidrélisis de la esculina en presencia
de bilils, para seleccionar previamente a las colonias esculinasa positiva

(48,60,80)

Dichas colonias se resiembran posteriormente en agar BHI + 6.5 % de NaCl y
la lectura se efectia 24 a 48 h mas tarde, considerando que la lectura es
positiva cuando la cepa manifieste un evidente crecimiento en esta ultima

placa (70)

Otros metodos descritos en la literatura (Fracklam y Washington) consisten en
sembrar al microorganismo problema en cualquier medio nce adicionado de

NaC! al 85 % y suplementado con azu! de bromocresol De esta manera.

18 -
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previa incubacion a 35°C por 72 h, los cambios de coloracion indicaran et

desarrollo de la bacteria (29)

Reaccion de Lancefield

Esta prueba es de indole inmunolégico v consiste en hacer reaccionar al
carbohdrato “C" de la cepa problema con el suero anti-D de Lancefield. La
técnica mas utilizada es ia de precipitacidn en capilar, previa introduccion del
suero correspondiente y del extracto acido del carbohidrato “C", obtenido
mediante la técnica de Lancefield {(agregando HCI 0.2N en caliente a un

cultive liquido puro del microorganismo preblema) (80).

Finalmente, el mismo capilar es enterrado en una capa de plastlina de
aproximadamente 1 cm de espesor (de manera que permanezca en posicion
vertical) y, después de incubarse 24 h a temperatura ambiente, se realiza la
lectura correspondiente, considerando que la prueba es positiva cuando se
forma una zona de precipitacion dentro del capilar, precisamente en la regién

en la que convergen suero y carbohidrato “C” (34).

Es oportuno citar que solo cerca del 80 % de las especies de Enterococcus

reaccionan con anticuerpos dirigidos contra el antigeno D de Lancefieid, ya

sea mediante ensayos de precipitacion en capilar o de aglutinacién en latex.
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prueba positiva debido a que produce una pseudocaialasa gue provoca una

pequefa efervescencia (22,48, 80)

Las pruebas PYR y LAP estan disponibles en el mercado en forma de
pruebas rapidas como por ejemplo APl Rapid STREP. Existe otra prueba
comercial denominada Bacti Card Streptococcus que incluye pruebas de PYR,
LLAP y de hidrélisis de la esculina Cuando se utiliza esta tarjeta junto con los
resultados de la prueba de sensibiidad a la vancomicina, puede proporcionar
identificacién preliminar de especies de Enterococcus, Aerococcus, Gemella,

Leuconostoc y Pediococcus (48)

La tabla 3 muestra algunas caracteristicas relevantes de los principales cocos

Gram positivos facultativos (22).

Es importante mencionar que diversas especies de estreptococos también
pueden dar reaccidn positiva a las pruebas anteriores. Por ejemplo: S bovis,
S. suis y S. alactolyticus dan reaccién positiva con el suero anti-antigeno D.
Adicionalmente, existen otros microorganismos tales como los pediocococos y

algunas cepas de Leuconostoc que también presentan el antigeno D {80).
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Tabla 3. Caracteristicas asociadas a los principales cocos Gram positivos.

Caracteristica | Aerococcus| Enterococcus Gemella Lactococcus | Leuconostoc | Pediococeus
Agrupacion pares y cadenas y cadenas cadenas cadenas tetradas
tetradas pares cortas y pares | cortas y pares pares pares

Movilidad - d - - - -
Crecimienio a:

10°C + + - + + ND

45°C - + - - - D

pH=9.6 + + ND - ND D
Crecimiento con:

6.5 % de NaCl + + ND - d D

40 % de bilis + + ND D ND D
Catalasa b © . - - -
Citocromos - ND - ND - -
Producto mas N {Acido) Lactato Lactato Lactato Lactato, etanol Lactato
comiin de
fermentacion
Peptidoglicanos:

Posicion 1 Ala Ala Ala Ala Ala Ala

Posicion 2 Lys Lys Lys Lys Lys Lys
Mol % de G+C 35-40 34-42 30-35 38-40 38-44 34.42

a. Simbolos: + = 90% o méas de las cepas positivas; - = 90% o mas de las cepas negativas; d = 11-89% de las
cepas positivas; D = difiere la proporcion de las especies; ND = no determinado.

b. A veces se presenta una actividad de la catalasa débil (reaccion de una pseudocatalasa).

¢. Puede producir una pseudocatalasa.
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Por otro iade, el crecimiento en medios con 6.5 % de NaCl es compatible con
los géneros' lLaclococcus, Pediccoccus, Aerococcus y Leuconostoc. Los
pediococos y algunos lactococos son capaces de crecer a 45°C; mientras que
Leuconostoc y la mayoria de los lactococos suelen desarrollar a 10°C, tal

como también lo hacen los estreptococos (48).

La tabla 4 sefala algunas pruebas de utilidad para diferenciar a los

enterococos de otros cocos Gram positivos catalasa negativa (80).

Tabla 4. Algunas pruebas Utiles para diferenciar a los enterccocos de otros
cocos Gram positivos catalasa negativa.

Género Van | Gas | PYR | LAP| BE [NaCI{10°C |45°C | Mov | Hem
Enterococcus | S° | - + + |+ | + + + v | a/B/n
Lactococcus S - + + + v + \Y - aln
Vagococous s - + + + + + \' + ofn
Streptococcus | S e N S - \Y - |a/pin
Leuconostoc R + - - v v + v - a/n

a. Abreviaturas y simbolos utilizados: Van (susceptibilidad a la vancomicina 30
ng); Gas (gas producido a partir de glucosa en medio MRS (Mann, Rogosa,
Sharpe Lactobaciilus), PYR (produccidn de pirrolidonil arilamidasa); LAFP
(produccion de leucina-p-naftilamida; BE {reaccion con medio esculina-bilis);
NaCl ( crecimiento en medio con contenido de 6.5% de NaCl; Mov {movilidad),
Hem (hemdlisis positiva en agar sangre con contenido de 5% de sangre de
borrego); a (hemolisis tipo alfa); p (hemdlisis tipo beta); n (hemdlisis negativa);
S (susceptibie); R (resistente); - (menor o igual a 5% de reaccion positiva); +
{mayor o igual a 95% de reaccibn positiva); v (reaccion variable).

b. Algunas cepas son vancomicina resistentes; pero muestran una ligera zona
de inhibicidn alrededor del disco; existen otras cepas vancomicina resistentes
que crecen justo al lado del disco.

c. Streptococcus pyogenes y S. porcinus son PYR positivas; todas las demés
especies son PYR negativas.

d.De los S. Viridans, el 5-10% dan reaccidn positiva en medio bilis-esculina.

e. Algunos estreptococos f-hemoliticos crecen en 6.5% de NaCi.
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El siguiente diagrama muestra una guiz para la identificacidn de bacternas

catalasa negativas con ausencia de -hemalisis (48):

Bactenas - no hemolicesicataizsa
negativos/igram positivos
{cocobacilos en © “es y cadenzs)

Vancqm(cma

Ty

R S

—

¥ -
Gilobicatelia
PYR

/A :
Enterococeus Streptococeus
Lactococous

Enterocoocos crecen a 10°C y 43°C
Lactocoons crecen a 10°C pero a no 45°C
Estreptococos pueden crecer 3 45°C pero no 8 10°C

Una vez que se establece que la bacteria en estudio es un coco Gram
positivo, catalasa negativa que podria pertenecer a los enterocecos o a algun
otre género relacionado (Lactococcus o Vagoceccus), la tabla 5 resultaria de

particular utilidad (22, 80).
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Tabla 5.

Caracteristica | avium | casseliffavus | cecorum | durans | faecalis | faecium gallinarum | hirae
Movilidad - + - - ) ) + -
Antigeno D (b} ? + ? + D+ + ?
Crecimiento:

A 45°C + + + + + + + +

A 50°C - - ND - () ) -

En 6 5% NaCi + + - + + + + +

En 04% telurito - + ND - + - (+) -

Pigmento amarillo - + - - - - N ND

Hemodlisis o ND o a,B (B) (o) o,B .

Prod. H.8 + - ND - ND ND - ND

NH4 de arginina ND ND - ND ND + + ND

a-Galactosidasa D ? ? ? - D + ?

PYR + + + + + + + +

VP - + + ND ND ND ND +
CLAVES: + = 90% o més de las cepas positivas; (+) = 80-89% cepas positivas; d = 21-79% cepas positivas; (-) = 11-
20% cepas positivas; - = 80% o mas de las cepas negativas; o. = usualmente a-hemaliticos, f} = usualmente B-

hemoliticos, () = a veces f-hemoiiticos, o, B = a o f-hemoliticos, ND = no determinado, D = vanable, D+ =
usualmente positivo; D- = usualmente negativo; PYR = (pirrolidonil arilamidasa).

La desaminacion de arginina se determina en caldo descarboxilasa de Moeller. La identificacién de los entarococos
a nivel de especie puede ser de utilidad y a veces crucial para el tratamiento adecuado de los pacientes y también
para fines epidemioldgicos.
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Especies Man | Sor | Arg | Ara | Shl [ Raf | Tel | Mot | Pig | Sac | Pyu | Mgp | Efro

Grupo |

E. avium + S A i T A I T T R R
E. raffinosus + + - + + + - . - + + + R
E. saccharolyficus | + + - - + + | - - R + . + R
Grupo If

E. faecalis +* - +- - + - + - S VR B .8 R
Lactococcus spp + - + - - - - - -l v - - s
E. faecium +* - + + v v - . I . IS
E. casseliflavus + - 4+ + v 4+ I R A 2 S v ¥ R
E. gallinarum +* - + | o+ - + . | . + + R
Grupo ili

E. durans - - + . - - - - - - - B S
E. hirae - - + | - - v | - | - -+ | - - S
Grupo IV

E. sulfureus - - - - I R R A e . + R
E. cecorum - - - - + + - - . + + B R
Grupo V

E. columbae + - - o+ [+ - - -+ o+ - R
V. fluvialis + - - - + - - + R + - + R

CLAVES: Man = manitol, Sor = sorbosa; Arg = arginina; Ara = arabinosa; Sbl = sorbitol; Raf = rafinosa; Tel = 0.04%
telurito; Mov = movilidad; Pig = pigmento; Sac = sacarosa; Pyu = piruvato; Mgp = metil-a-glucopirandsido; Efro =
efrotomicina (100 pg); + = >90%,; - = <10% positivo; v = variable; +* 0 -*, excepciones ocasionales (<3%): R, resistente; S,
sensible; a = Algunas cepas dan reaccidn positiva después de 2 semanas de incubacion.

Grupo I: Producen acido a partir de manitol y sorbosa, pero no hidrolizan arginina. Grupo Hf: producen acido a partir de
manitol, pero no de sorbosa; hidrolizan arginina y solo E. faecalis tolera el telurito y utiliza el piruvato. E. casseliflavus
produce pigmentacion amarilla. Grupo /ll: hidrolizan arginina, pero no producen &cido a partir de manitol, sorbosa o
sorbitol. Faciimente identificables por las reacciones con piruvato, arabinosa, rafinosa y sacarosa, Grupo IV: 110 producen
acido a partir de manitol y sorbosa ni hidrolizan la arginina. Grupo V: Incluye al género Vagococcus. Las especies

incluidas pueden ser diferenciadas mediante las pruebas de arabinosa, rafinosa, piruvato, Mgp y movilida
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1.5. Tipificacién

Recientemente, el actual interés epidemiolégico de los enterococos en el
ambiente intrahospitalaric ha conducido al disefio de diversas pruebas

tendientes a llevar a cabo la tipificacién de los aislamientos involucrados (8).

Las primeras técnicas consistieron en la descripcion de los plasmidos
contemdos y en el analisis del DNA cromosdmice, mediante el uso de
enzimas de restriccidn v la secuencial electroforesis; sin embargo, dichas
metodologias han presentado problemas en cuanto a la interpretacion de los

resultados (24,80)

Otros procedimientos que se emplean con cierta frecuencia son el de separar
electroforéticamente a las proteinas enterococcicas y el de reconocer las

proteinas ribosomales de E. faecalis y E. faccium (1,48,80).

Los métodos mas dtiles en [a tipificacion de los enterococos incluyen el
andlisis del DNA cromosdmico (con enzimas de restriceion) y [a técnica de
PFGE (pulsed- field gel electrophoresis), asi como el de PCR y RAPD-PCR
{DNA polimdrfico modificado al azar). La efectividad de ambas tecnologias es
elevada, por lo que se consideran las mas destacadas para analizar los brofes

asociados a los VRE (23,58,80).
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1.6. Deteccidn de resistencia a los antibidticos

Las infecciones enterococcicas sistémicas tales como la endocarditis son
comUnmente tratadas mediante la combinacion de dos agentes
antimicrobianos, uno de los cuales actiia a nivel de la pared celular (como los
f-lactamicos o algin glucopéptido tipo fa vancomicina) vy un aminoglicosido
(usualmente gentamicina o estreptomicina) En general, esta clase de
combinaciones actda de manera sinérgica, incrementando ostensiblemente la
accion antibacteriana total; sin embargo, cuando la cepa es resistente al
agente que actia a nivel de la pared celular o al aminoglicésido, no se genera

el efecto sinérgico y, por lo tanto, la terapia fracasa (31).

De acuerdo con lo anterior, es importante detectar la posible resistencia a los

antibidticos, para que el régimen terapéutico resulte efectivo.

Resistencia a aminoglucédsidos. En virtud de que los aminoglucosidos
muestran una escasa actividad contra los enterococos (su MIC flucttia entre 8
y 256 pg/ml), ningGn antimicrobiano de este grupo debe utilizarse como
farmaco Unico. En los enterococos, la resistencia a los aminoglicosidos es
adquirida, ya sea como resultado de mutaciones que provocan una

disminucién en la unién del agente antimicrobiano al ribosoma, o mas
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comdnmente, debido a la adquisicién de nuevos genes que codifican para

enzimas gue modifican al farmaco (17.31)

La resistencia adquinda usualmente se asocia a MICs que se encuentran
significativamente per arriba de los encontrados en pruebas rutinanas de

susceptibilidad (=2000 pg/mL) (40).

La gentamicina y la estreptomicina son los Gnicos antibidticos que deben ser
analizados de rutina, ya que todas las cepas de enterococos gue son
resistentes a la gentamicina, fambién Jo son a otros amneglicosidos,
exceptuando a la estreptomicina. Por lo tanto, |a resistencia a esta Ultima debe

evaluarse de manera independiente (17, 53, 80, 83).

Los aislamientos clinicos de E. faecium muestran una resistencia intrinseca a
la accion sinérgica de un aminoglucdsido (amikacina, kanamicina, tcbramicina
o netilmicina) con algun agente activo anti-pared celular. Por su parte cepas
de E. faecalis susceptibles a gentamicina suelen ser resistentes a kanamicina

y amikacina {17).

A continuacion se describen algunos métodos utilizados para la deteccion de

niveles de resistencia elevados a aminoglucosidos:

a) Monitoreo por dilucién, Las placas de agar BHI suplementadas con 500

ug de gentamicina por mL o 2000 pg de estreptomicina por mL son inoculados
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mediante goteo con 10 pl de la suspensidon microbiana, de manera que el
inéculo final sea de 10° CFU/gota. Los medios se incuban durante 24 h en
aerobiosis y se procede a tomar la lectura’ la presencia de mas de una
colonta, o un higero crecimiento en pelicula, son indicativos de resistencla En
el caso de las placas con estreptomicina carentes de crecimiento, es
conveniente reincubar durante un dia mas La base agar Mueller-Hinton
(MHA) puede sustituirse por agar BHI para preparar la gelosa sangre de

carnero {46,43,80).

Las pruebas de resistencia a kanamicina aun no se han estandarizado,
aunque se acostumbra emplear placas de agar BH! con 2000 ug/mlL de

kanamicina (52).

b) Monitoreo por microdilucidon. Los medios liquidos implicados se preparan
con 300 pg/mL de gentamicina o 1000 pg/mL de estreptomicina y s siembran
con un méculo final de 5 x 10° CFU/mL, antes de proceder a incubar durante
24 h en ambiente aerdbico. Cualquier nivel de crecimiento debe interpretarse
como resistencia y, como ya se menciond. los tubos con estreptomicina se

reincuban cuando no se percibe desarrollo después de las primeras 24 h

La concentracién de estreptomicina utilizada es de 1000 pg/mb, es decir, la
mitad de la que se utiliza en agar, ya que el numero total de células

bacterianas empleadas en el monitoreo por dilucion en agar (10° CFU/gota) es
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20 veces mayor que la asociada al monitoreo por mucrodilucién {5 x 10*

CFUW/0.1 mL -por pozo-) (46,80)

c}Monitaoreo por difusion en disco. Las zonas de inhibicién se determinan
después de incubar 18-24 h en condiciones aerobias a 35°C: las mayores de
10 mm corresponden a cepas susceptibles en tanto que, las de 7 a 9 mm,
usualmente se relacionan con resistencia, si bien es recomendable que las
cepas involucradas sean evaluadas nuevamente, ya sea por el método de

dilucion en agar o por el de microdilucion (48).

Las bacterias controi que se sugieren -tanto para gentamicina como para
estreptomicina-, son: £ faecalis ATCC 29212, como control susceptible, asi

como E. faecalis ATCC 51288, como control de resistencia (80).

Resistencia a penicilina y ampicilina

Comparados con los estreptococos, con los cuales se obtienen
concentraciones minimas inhibitorias de 0.12 pg/mL, los enterococos son
resistentes a los antibibticos f-lactamicos, st bien E. fagcium suele ser mas
resistente a penicilina que £. faecals. ias MICs para esta Ultima son de 2 a 4
ng/mL. en cambio, los MICs para ampicilina son generalmente una dilucion
més baja que la estreptomicina. Esta resistencia relativa de la penicilina y

ampicilina se debe a las diferencias entre las profeinas de union a la
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penicilina Adicionaimente, la resistencia a agentes B-lactamicos puede ser
mediado por la produccion de B-lactamasas . sin embargo, esto Ultimo solo se

ha observado en E. faecalis (53, 80)

Se pueden utlizar los resultados de susceptibilldad a la peniciina para
predecr la susceptibiided a ampiclina, amoxiclina, piperacilina v

combinaciones de inhibidores de fas B-lactamasas (53).

Recientemente se recomendd gque en ausencia de resisiencia a
aminoglucosidos, las cepas de E. faecium para los cuales los MICs de
penicilina son de [64 pg/mL deben ser considerados potencialmente
susceptibles al sinergismo con los aminoglicosidos Se requieren de estudios
adicionales para conocer los niveles de resistencia de la peniciina y ampicilina

que se correlacionan con la ausencia de sinergismo (80).

Hay que tener cuidado ya que usualmente las pruebas para determinar el MIC
para ampicilina son generalmente una dilucién menor que en el caso de la
penicilina; por o tanto, es posible encontrar cepas que aparentemente son

susceptibles a la ampicilina pero resistentes a la penicilina (28).

A continuacién se describe algunos métodos para la deteccion de resistencia
a la vancomicina: Los tres fenotipos mas comunes de resistencia en los

enterococos incluyen: (3, 26,53, 54)
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a) Resistencia elevada a la vancomicina {(MICs, =64 pg/mL),
acompanado por resistencia a la teicoplanina (= 16ug/mL) Fenotipo
Van A

b) Bagja resistencia 2 niveles elevados de vanconucina (MICs, 4 mg/L a
1000 mg/L), cominmente sin resistencia a teicoplanina - Fenotipo
Van B,

c) Resistencia intrinseca baja asociada con E gallinarum, E

cassefiflavus y E flavescens (MICs 4-32 mg/L) Fenotipo Van C

Los fenotipos Van A y Van B son cominmente encontrados en E. faecalis y £
faecium y no se han encontrado en otras especies. De acuerdo al Comité
Nacional de Estandares Clinicos de Laboratorio (E.U.A ) los puntos de corte

en la resistencia a la vancomicina son. < 4 pg/mL (susceptible), 8-16 ng/mL

(intermedio), = 32 ug/mL (resistentes) (80).
Los sistemas de deteccion Vitek y MicroScan son comunmente aceptados
para la deteccion de la resistencia de los enterococos a la vancomicina

(10,46).

Finalmente, en cualquier infeccion debida a enterococos, los resultados del

monitoreo para niveles elevados de resistencia de gentamicina vy
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realizadas con el agente activo de la pared celular; ya que el sinergismo no se

espera s1 a ningunc de los agentes reportados es resistente (54, 80)
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il. IMPORTANCIA CLINICA

2.1. Resistencia a antibidticos

Los enterococos son resistentes a una gran cantidad de antibidticos, tales
como los aminoglicésidos, pB-lactAmicos y quinolonas. Por ejemplo, la
resistencia a los amineglicdsidos se basa en su capacidad para blogquear el
ingreso de dichos farmacos a nivel de la pared celular, motivo por ei cual
éstos deben utilizarse de forma combinada, junto con otros antimicrobianos
que activan a esa cubierta bacteriana. Sin embargo, actualmente esta clase
de terapéutica tiende a desaparecer, debido a que la resistenclia a los

aminoglucdsidos se ha venido incrementando notablemente (17,28,40).

Los enterococos presentan resistencia intrinseca a antibidticos tales como la
penicilina vy, paralelamente, una resistencia adquirida a eritromicina,
tetraciclina y vancomicina, entre algunos otros. En algunas regiones del orbe,
mas del 60 % de las infecciones por enterococos no responden a la
administracién de los antibidticos: en E.UA., por lo menos el 90 % de las
cepas clinicas de E. faecalis son resistentes a vancomicina, lo que resuita
particularmente desafortunado, habida cuenta de que, en Europa y

Norteameérica, las enfermedades asociadas a este agente causal han
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registrado cada vez mayores tasas de mortalidad entre los pacientes

hospitalizados (28).

Por otra parte, numerosos reportes de 1999 continuan revelando que E.
faecalis predomina en las infecciones clinicas, si bien las cepas de E. faecium
han incrementado su proporcidon Ttespecto a aquélla en los hemocultivos
positivos, [a relacién E. faecalis/E. faecium ha disminuido abruptamente, de
37/1 en 1996 a 1.9/1 en 1999; ademas, de fas 1,263 cepas de E. faecium
analizadas recientemente, el 31 % resultd resistente a ampiciling,
estreptomicina, gentamicina y vancomicina, aunque llama atn mas la atencion
el hecho de que dicha cifra asciende hasta 60-80 % hacia este uitimo

antibidtico vy dichas cifras continGan incrementandose diariamente (28).

Cabe sefialar que, en ambas especies bacterianas, los genes responsables
de la resistencia a la mayor parte de los antimicrobianos se encuentran
codificades en plasmidos o transposones y que los fenotipos mas comunes
son Van A (resistentes a vancomicina y teicoplanina), el cual representa el 60
% de los enterococos vancomicina resistentes (VRE) en E.U.A., seguido por el

Van B (s6lo resistente a vancomicina), cuyo porcentaje es de 40 % (26).

Rice y cols determinaron el mapa de restriccion de la region Van B del
genoma bacteriano y la secuencia de amnoadcidos del transposén

enteracéceico Tn5382, lo que permitid establecer que este ultimo también se
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localiza en cepas detectadas en Hawai, Francia, Gran Bretafa vy
Escandinavia; es importante mencionar que la transferencia de dicho
transposén suele implicar —simultaneamente- la adquisicion de diversos

factores de viruiencia (40, 80).

Couvarlin y cols aislaron en el Instituto Pasteur cinco genes responsables de
la resistencia a vancomicina, tres de los cuales también se asocian a fa
resistencia a otros glucopéptidos. Normalmente, Ia vancomicina se une a la
terminacién D-alanina-D-alanina de los peptidoglicanos situados en la pared
celular, antes de ingresar al citoplasma bactenano; en contraparte, los genes
enterococcicos de resistencia, codifican para la sintesis de varias enzimas que
interfieren en la produccidon de D-alanina-D-alanina, lo que se traduce en la

inexistencia de receptores eficaces para el antibidtico (53,54).

En Gran Bretafia, Roper y cols analizaron una cepa de E. faecium que
contenia la secuencia Van A y lograron determinar por Rayes X la estructura
cristalina de la ligasa responsable de la biosintesis alternativa de D-alanina-
D-lactato, molécula que sustituye a las de D-alanina-D-alanina para conferir

resistencia a la vancomicina (28).

Chris Walsh, de la Escuela de Medicina de Harvard, Boston, purificd cinco
producios de genes enterococcicos responsables de  la resistencia a

vancomicina, e independientemente de que caracterizd sus respectivas

37 -



il IMPORTANCIA CLINICA

funciones -utilizando cepas mutantes-, también encontré que los fenotipos

Van Ay Van B presentan D-alanina-D-lactato en su parad celular (63,77).

De acuerdo con el TIGR (The Institute for Genomic Research), el 19 % del
genoma de £. faecalis V583 codifica para proteinas de traslado y ensamble, lo
gue indica gue el microorganismo preduce una gran cantidad de
fransporiadores cuya composicidn incluye moléculas de carbohidratos. Linda
Banerjei, investigadora de dicha institucion, identifico tres plasmidos en el
genoma bacteriano, encontrando que dos de ellos poseen genes que
codifican para un factor de virulencia denominado “sustancia de agregacion”
(AS) y que numerosas secuencias génicas presentan similitud con las
implicadas en la expresién de las adhesinas y otros factores de virulencia del
género, incluyendo algunos involucrados en la resistencia a antibidticos cuya

sintesis depende de diversos elementos maviles (67,76).

Sin lugar a dudas, independientemente de los factores de virulencia de los
enterococos, es indispensable establecer nuevas medidas para evitar y

combatir la resistencia bacteriana a los antibidticos.

Una estrategia logica consiste en el desarrollo de nuevos antibidticos aungue,
obviamente, este proceso es lento y costoso y, desde luego, es claro que los
proximos antimicrobianos no serdn exitosos contra todos los agentes

patogenos Por 1o tanto, se requiere de una coordinacion muttidisciplinaria
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entre los médicos que prescriben medicamentos vy ios infectdlogos; es decrr,
los grupos de trabajo deben involucrar a farmacéuticos, mucrobidlogos vy
especialistas en Infectologia, que monitoreen y confrolen el usc de
antibidticos, que documenten los casos de resistencia que aparezcan en el
hospital y que enfaticen las medidas de control tendientes a evitar la
diseminacion de las cepas patdégenas entre el personal y los pacientes del

nosocomio (59).

Resistencia a f-lactdmicos y aminoglucésidos

La resistencia adquirida a los antibidticos p-lactamicos se debe principalmente
a [a produccion de B-lactamasas o a la modificacion de las proteinas que
reciben a las penicilinas (PBP). Cabe sefalar que la resistencia ligada a las
B-lactamasas se ftransfiere generaimente a traves de plasmidos vy

frecuentemente se relaciona con la resistencia a la gentamicina {63).

Las B-lactamasas son penicilinasas homdlogas a las codificadas por el gen
blaZ de S. aureus. Sin embargo, a diferencia de ello, la penicilinasa de E.
faecalis se produce de manera constitutiva, debido probablemente a la

ausencia de una proteina represora (54)

Los enterococos adquieren resistencia a los aminoglucosidos a través de tres

mecanismos diferentes: la afteracion del sitio de unién en el ribosoma, la
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interferencia con el transporte del antibidtico y la destoxificacion enzimatica
del farmaco Los pnmeros dos mecanismos suelen asociarse a mutaciones

cromosomicas, en tanto que el tercero estd mediade por plasmidos (14,17,24).

Cabe sefalar que todas las cepas de £E. faecium producen 6'-
acetiltransferasa, codificada por el gen cromosomico aac{8’)-1, que modifica a
la mayoria de los aminoglicdsidos disponibles comerciaimente. Es decir, dicha
enzima neutraliza la actividad bactericida de la penicilina y de los
glicopéptidos administrados junto a algin ammnoglicosido, excepte cuando
este ultimo no funge como sustrato (por ejemplo, cuando se trata de

estreptomicina o gentamicina) (18,28).

Resistencia a glucopéptidos

Los giucopéptidos son inhibidores de la sintesis de la pared celular bacteriana
y corresponden a grandes moléculas que forman complejos uniéndose -en la
superficie celular- a la terminacién peptidil-D-alanil-D-alanina de los
precursores del peptidoglicano. De esta manera, se impide la sintesis de la
pared celular via el bloqueo de la transferencia de precursores citoplasmicos
encargades de inducir el crecimiento de la cadena de peptidoglicanos (3, 53,

54},
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En tal contexto, Ias proteinas VanA y VanH son ligasas, la pnmera de ellas
con una amplia especificidad por el sustrato v, la segunda, que también acta
como deshidrogenasa, y acltan de manera conjunta para sintetizar el
depsipéptido D-alanil-D-lactato, que reemplaza a la terminacidon D-alanil-D-
alanina de los precursores del peptidoglicanc. Esto Ultimo es de particular
trascendencia, ya que dichos precursores modificados se pueden incorporar a
la pared celular mediante la participacién de enzimas codificadas por el
cromosoma bacteriano —o que contribuye a la continuacion de la sintesis de
la pared celular-, pero se traduce en una disminucién radical en cuanto a la
afinidad de la superficie microbiana por la vancomicina, lo que transforma a
las cepas implicadas en clonas resistentes, ya que el antibidtico no impide 1a

sintesis de pared celular (53).

Sin embargo, ademas de VanH y VanA, el proceso también requiere ia
participacion de VanX, D,D dipeptidasa que hidroliza al dipéptido D-alanit-D-

alanina, que compite con el D-alanina-D-lactato (53).

Los genes de resistencia vanA, vanH y vanX estan regulados a nivel
transcripcional por VanR y VanS, que sé encuentran codificadas por genes
posteriores a vanH vy, al ;;arecer, ambas estan involucradas en la transmision
de senales que se generan como respuesta a la presencia de vancomicina en

la superficie bacteriana (31.54).
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El mecamismo a través del cual los enterococos resisten la accion de los

glucopéptidos se muestra en la figura 1
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2.2. Patogenia

Para que ocurra la infeccién por enterococos, es necesario que el
microorganismo colonice las mucosas del hospedero; una vez que ello se ha
concretado, puede invadir la circulacidn sanguinea y, finalmente, produce
diversas alteraciones patoldgicas de manera directa y/o indirecta, induciende

una severa respuesta inflamatoria (28, 31, 40, 80 ).

2.2.1, Colonizacidon y translocacion

Los enterococos colonizan el tracto gastrointestinal, merced a un equilibrio
que les permite no ser eliminados por la movilidad del intestino, en tal sentido,
se les detecta facilmente en las heces fecales de los seres humanos, en

concentraciones que fluctian entre 10°y 10° UFC/g (40).

Por ofro lado, la persistente colonizacion también se fundamenta en Ia
resistencia del microorganismo a pHs acidos, tales como los estomacales y
glomerutares: la exposicién de E. faecalis a un pH de 4.8 durante 15 a 30
minutos promueve su posterior adaptacién a condiciones que alcanzan ciiras
de 3.2, lo cual resulta imposible de lograr para las mutantes deficientes o
carentes de actividad ATPasa (bomba de protones) que no sobreviven a pH

menores de § (40,55,59),
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Los enterococos poseen capacidad para adherirse a la superficie de las
células epiteliaies def lleon y coldn, pudiendo translocarse —bajo condiciones
patolagicas- desde el lumen del intestino delgado hasta los nédulos linfaticos,

¢l higado y el bazoe (31,38}

En un paciente, 1a invasion de los enterococos puede originarse en la terapia
antimicrobiana, la cual favorece la seleccion y propagacion intestinales de las
cepas resistentes y, consecuentemente, su translocacién hacia el torrente
circulatorio para dar lugar a graves septicemias. En tal contexto, es probable
que los enterococos sean fagocitados por macrdfagos o por las celulas
epiteliales del intestino y atraviesen la pared intestinal, alcanzando las vias

linfaticas (35,71)

En otro orden de ideas. Olmsted estudid la funcién que desempenia la AS,
localizada precisamente sobre fa superficie del microorganismo, observando
que dicha proteina induce la internalizacién enterococcica en las células HT-
29. Sin embargo, también encontré variaciones cuantitativas del proceso
invasivo en las diferentes cepas examinadas, (o que sugiere la coparticipacion

de otros factores adicionales (27.31,38,40)

La gran mayoria de las cepas de E. faecalis produce ion superoxido (Oz7), en
mucha mayor concentracién que la alcanzada por E. faecium No obstante,

adn se desconoce el papel que éste desempefia en la patogenicidad de los
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enterococos, aungue se cree que confiere al microorganismo una mayor
capacidad para sobrevivir a la fagocitosis y desplazarse a través de las

células epiteliales del intestino, ocasionando su destruccion (38,41,55).

La simultanea colonizacion intestinal por enterococos multirresistentes y
enterocaocos comunes propone una inexistente competencia entre ellos por el
mismo nicho dentro del hospedero: los primeros presentan proteinas
superficiales adicionales que les permiten establecerse en regiones diferentes,
amen de algunas otras sustancias que capacitan a las clonas mas virulentas
para utifizar sustratos nutricionales alternativos, tales como la propia mucina

del epitelio intestinal (31,40).

A partir del intestino, los enterococos pueden ingresar al torrente circulatorio, a
través de abscesos o previa infeccidon urinana; sin embargo, el fenotipo
hemolitico y resistente a gentamicina quintuplica las tasas de mortalidad
relacionadas con ctras cepas. Logicamente, los individuos en mayor riesgo de
fallecer por septicemia enterococcica incluye a los de edades menores y
avanzadas, asi como a los sometidos a tratamientos prolongados con
antibioticos de amplio espectro, tales como las cefalosporinas; no obstante,
las cepas hemoliticas representan un importante factor de peligrosidad, como
lo demuestra el hecho de que su Dlgg para el ratdn disminuye hasta en un 50

% (39,40,80).
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Guzman y cols anatizaron la capacidad de diversas cepas de £ faecalis para
adhesirse a fas células epiteliales del tracto urinario y a la linea celular
cardiaca de Girardi; las cepas empleadas fueron aisladas tanto de pacenies
con enfermedades urinarias como de individuos con endocarditis, cuya
adherencia depende no sélo de moléculas proteicas sinc. ademas, de un

carbohidrato superficial {28,55).

Por otra parte, los enterococos representan el tercer agente causal mas
importante de endocardtis, ya que ocasionan aproximadamente el 5 a 20 %
de los casos que involucran valvulas cardiacas naturales yelta7 %delos
que incluyen dispositivos valvulares prostéticos: cabe mencionar que las
cepas cultivadas previamente en suero incrementan su capacidad de unién a
las células cardiacas Girardi y que dicha interaccién es bloqueada si el
microorganismo se expone con anterioridad a la accion del peryodato o
cuando las células “blanco” se incuban en presencia de residuos especificos
de azucares que contienen D-galactosa y L-fructosa -inhibicidén competitiva-,
Esto dltimo confirma fa posibiidad de que algun carbohidrato enterocéccico
participe de manera determinante en la adherencia enterocaccica a las células

cardiacas (61).

Por otra parte, se ha comprobado que la citolisina y la AS se encuentran
codificadas por el plasmido pAD1T y que las clonas carentes de este Gitimo

tambien pueden provocar endocarditis in vivo, lo que sugiere que ciertos
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elementos genéticos y, por ende, sus respectivos productos, s6lo incrementan
la  virulencia del microorganismo perc no necesariamente resultan

indispensables en el proceso infectivo {39).

Finalmente, después de una cirugia ocular, las posibles complicaciones
incluyen una eventual participacion de los enterococes; éstos suelen dar lugar
2 procesos muy severos y su adhesion a fa superficte membranosa del vitreo
es independiente de la sintesis de AS, lo que reftera que fa adherencia de E.
faecafis a los tejidos humanos involucra a varias adhesinas conformadas paor

carbohidratos y/o moléculas proteicas (11)

2.2.2. Respuesta inmune

Las infecciones enterocdccicas ocurren, entre otras razones, debido a que el
microorganismo resiste la accion de los mecanismos de defensa del
hospedero, a través de capsulas de polisacéridos, proteinas de superficie vy
toxinas, la mayoria de las cuales le confiere una eficaz actividad
antifagocitaria. De acuerdo con Harvey, la importante participacién de los
neutrofilos depende del complements y esta muy escasamente relacionada

con los anticuerpos (2,59).

Arduino analizé una cepa de £ faecium resistente a la fagocitosis,

encontrando que la naturaleza del material microbiano implicado era estable a
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fa accion de las proteasas, pero muy susceptibie al peryodato, por lo que

infirié que se trataba de carbohidratos (73,74).

Un estudio que compard la eficacia de los neutréfilos contra los enterococos
en distintos tipos de sueros, reveld que, a concentraciones de 0 5 %, el suero
normai humano posefa suficientes anticuerpos anti-enterococos para reducir
en casi B0 % el indculo bactenano original, cifras simitares se obtuvieron con
suero hipogamaglobulnémico al 5 % y, por ende, los sueros previamenie
adsorbidos con una cepa homdloga gjercian una escasa o nula actividad
bactericida. Dichos resultados indican que los anticuerpos séricos promueven

la opsonizacion vy, por lo tanto, la erradicacidn de la bacteria (2,85).

2.2.3. Patologia del dafio tisular

Una vez que el microorganismo logra repreducirse en los tejidos, la dltima
etapa de la patogénesis consiste en la induccién de alteraciones patoldgicas,
generadas a través de la respuesta inflamatoria y/o mediante lesiones

tisulares atribuibles directamente a exotoxinas y proteasas (40,80).

a) Dafio tisular indirecto

Los acidos lipoteicoicos, antigenos del supuesto grupo estreptocdceico D,

suelen medular la respuesta inmune del hospedero. independientemente de
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que parlicipan en &l proceso de adherencia, asi como en el recambio y la

rapida propagacion de materal genético (40).

Mientras los conejos inoculados -via intravenosa- con cepas enterocéccicas
deficientes en AS y EBS (por Enterococcus binding sustance), a razén de 10°
UFC/mL, no desarrollan signo patolégico alguno, los que reciben proporciones
equivalentes de clonas EBS'AS™ ¢ EBS'AS’ si desarrollan inflamacion
pericardica; légicamente, los inocufados con enterococos EBS ASY mueren,
aunque evidencian una inflamacion ligera caracteristica de [a participacién de

superantigenos (24,40,80).

b) Dano tisular directo

La citolisina y la gelatinasa (metaloproteasa de zinc) parecen llevar a cabo
relevantes funciones patogénicas: la primera provoca la ruptura de las
membranas perienecientes a otras bacterias, asi como las de los glébulos
rajos y las células de mamiferos; es decir, acta como bacteriocina ¥
exotoxina, € inclusive, es probabie que se encuentre involucrada en la primera
etapa asintomatica de fla infeccidn intestinal, la cual se caracteriza por
colonizacion y diseminacidn enterococcicas, asi como por toxemia y dafio
tisufar. Si bien las citolisinas de los enterococos se constituyen por fres

subunidades, 'sélo una funge como activador enzimatico y representa uno de
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tos “blances” contra los cuales se pretende desarrollar irhibidores terapéuticos

(25,36).

Los modelos experimentales murinos han permitido demostrar que las clonas
productaras de citolisina ocasionan seplicemias persistentes. a diferencia de
fas que no producen dicha moiécula; ademas, ia citotoxina provoca reduccion
de fa funcién retinal de los conejos yfo la propia destruccion de la retina en
sdlo 24 h. Sin embargo, la incuestionable existencia de otros factores
enterococcicos de patogenicidad y el hecho de gue solo cerca de la mitad de
las cepas clinicas sintetiza citolisina, representan elementos suficientes para
confirmar que ésta no es indispensable en la patogenia asociada a E. faecalis

(11,40,80).

Dupont y cols demostraron que la elaboracion de gelatinasa por parte de
numerosas cepas de enterococos disminuye la DLsg, si bien los estudios
implicados presentan ciertas hmitaciones, debido a que las clonas Gel
utilizadas en el comparativo fueron generadas mediante mutagénesis. El gen
gelE codifica para dicha proteasa, la cual degrada a la gelatina, caseina,
hemoglobina y clertos péptidos, incluidas las feromonas de E faecalis; al
parecer, estas Ultimas moléculas corresponden a sustancias bioactivas que
poseen actividad quimictactica, en tal sentido, es obvio que si la gelatinasa

cuenta con la capacidad de escindir feromonas, una de sus aparentes
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funciones consiste en modular o modificar la respuesta inmune del hospedero

contra el microorganismo (36)

2.3. Patologia

2.3.1. Bacteremia

En los afios de 1970, con =l desarollo de antibidticos p-lactamicos, las
bacteremias eran causadas predominantemente por bacilos Gram negativos
(Enterobacteriaceae) y no por cocos Gram positivos como S. aureus. Sin
embargo, hacia los afios 80s, cambid esa situacion dentro de los nosocomios

y los microorganismos Gram positivos volvieron a aparecer en escena (27,50).

La invasion bacteriana de la sangre representa el 6 % de todas fas
enfermedades intrahospitalarias, existiendo dos tipos de bacteremias: las
primarias y las secundarias Las primarias ocurren por a introduccion
accidental de la bacteria en la sangre, mediante infusion intravenosa, protesis,
catéteres, endoscopias, hemodidlisis o nutrician parenteral. Por otro tado, las
bacteremias secundarias se presentan previa infeccién en alguna zona del
organismo: tracto unnario, tracto respiratorio o tejidos cutadneo-subcutanecs
{posterior a i:jfervenciones quirdrgicas o quemaduras). Ademas, las
bacteremias aparecen en neonatos o pacientes de edad avanzada, ya que las

defensas de ambos grupos etarios resultan insuficientes (32,58.72).
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Cabe sefalar que, en el caso de los enterococos, éstos suelen detectarse en
la sangre del enfermo aproximadamente una semana después de que éste ha

ingresado af hospital.

Por otra parte, las infecciones del sistema circulatono que tienen lugar debido
a fallas del sistema inmune representan una de las principales causas de
muerte en los pacientes hospitalizados, si bien su frecuencia y epidemiologia

han venido cambiando conforme lo ha hecho la Medicina (43,71}

Por efemplo, se estima gque los episodios intranosccomiales anuales de
bacteremia ascienden a 250,000 en EUA v gue, adicionalmente, cuando este
tipo de patologias se presenta en las unidades de cuidados intensivos, la
mortalidad alcanza cifras de 35 %, después de brindarle al paciente una
atencion intrahospitalana de 24 dias adicionales, con un exceso en costos de

cuarenta mil ddlares por individuo (43)

2.3.2. Endoftalmitis

Después de una cirugia ocular, las diversas complicaciones a considerar
incluyen a las de origen enterococeico. Los enterococos suelen dar lugar a
procesos muy severos y su adhesion a la superficie membranosa del vitreo no

depende de la sintesis de sustancia de agregacion, lo gue reitera que la
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adherencia de E. faecalis a los tejidos humanos es de naturaleza muy
compleja, involucrando a varias adhesinas conformadas por carbohidratos y/o

moléculas proteicas (11,40)

2.3.3. Endocarditis

La endocarditis infecciosa corresponde a la infeccion de una o mas valvulas
cardiacas; en tal contexto, en dos terceras partes de los casos suele haber

alguna patologia cardiovascular preexistente (50, 81),

Durante la edad pediatrica, la localizacidn inicial del cuadro implica a una
valvula anormal o a otros defectos congénitos del endocardio en tanto que, en
los aduitos, en quienes la patologia es mas frecuente, la infeccion se implanta
sobre las valvulas que manifiestan cambios fiorticos, o bien, en las

pertenecientes a individuos con antecedentes de fiebre reumatica {50).

Los enterococos ocupan el tercer lugar como agentes etiolégicos de

endocarditis, seguidos por los estreptococos y S. aureus (B).

La endocarditis enterocéccica predomina en el sexo masculino, con una

frecuencia hombre/mujer de 2:1 y una edad promedio mayor a los 60 afios

(28).
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La secuencia patogénica inicia con un episodio bacteremico, originado a partir
de lesiones cutaneas, manipulaciones dentales, operaciones en nnofaringe,
exploraciones endoscépicas de la vias genitounnarias o abscesos
pulmonares. Por otro lado, los principales factores predisponentes de
endocarditis son fas lesiones estructurales del corazén y la implantacién de
valvulas prostéticas; sin embargo, también es importante |a insercion de

catéteres intravasculares (50, 81)

El periodo de incubacién de la endocarditis puede variar entre unos pocos
dias {sobre todo cuando se trata de patologias agudas) y 6 a 12 meses (en las
endocarditis subagudas y postoperatorias). Cabe sefialar que la mayoria de
los centros meédicos reportan una incidencia de 2 a 4 % de endocarditis

después de las cirugias valvulares (51,61 B1).

2.3.4. Infeccion de heridas postquirtirgicas

Este tipo de cuadros constituye la tercera causa mas coman (17 %) de
enfermedades nosocomiales, estimandose gue aproximadamente un 5a 12 %
de los pacientes intervenidos quirirgicamente desarrolla infeccién post-
operatoria. Cuando la intervencion involucra al tracto gastrointestinal,
respiratorio o genitourinario, las posibilidades de infeccidn en sl endocardio
se calculan en un 30 %. ya que se trata de regiones anatdmicas con una gran

cantidad de mucroorganismos de fa flora habitual, y la falta de higiene o de
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cuidado puede provocar la patologia; de hecho, las bacterias que mas
frecuentemente se aislan a partir de infecciones en herdas, son: S. aurcus,

los estafifococos coagulasa negativa y Enterococcus 5p (35,50).

2.3.5. Infeceidn urinaria

Los enterococos son patdgenos comunes en infecciones del tracto urinario
(UTI). Este tipo de infeccién es la mas frecuente en pacientes ubicados en

unidades de cuidados intensivos (66).

Las irfecciones del tracto urinario son las mas frecuentes en el ambiente
hospitalario. Representan un 39% de las enfermedades nosocomiales y estan
frecuentemente relacionadas con el uso de catéteres. Las bacterias mas
frecuentemente aistadas de este tipo de infeccién son: £, coli, Enterococcus

sp y Pseudomonas aeruginosa {30,57).

En términos generales, las infecciones de las vias urinarias se pueden dividir
en tres grupos: uretritis, cistitis y pielonefritis y su adecuado diagnéstico
depende del método de recoleccion: el de miccién media, el sondeo uretral y
la puncidn suprapibica, pues la contabilidad es mayor en el primero y menor
en el dltimo de los mencionados, debido a que elimina la posibilidad de

contaminacién accidental de la muestra (50)
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Las vias urinanas son normalmente estériles (con excepcidén de la porcion
mas inferior de la uretra) graclas a una sene de mecanismos de defensa, el
mas impoitante de los cuales es el flujo libre de la onna en todo su trayecto y
el vaciamiento completo de la vejiga Cabe sefialar que las vias de acceso de
los microorganismos pueden ser la hematdgena y la ascendente e inciusive,
que el tubo digestivo es el principal reservorio de bacterias potencialmente
uropatogenas. Otros factores que favorecen las infecciones urinarias incluyen
a la obstruccion del flujo urnano, iz acidez de la onna, los traumatismos, el

ayuno prolongado, la litiasis, la diabetes, etc (30,55)

2.4. Epidemiologia

Actuaimente, el género Enterococcus ha adquirido una mayor importancia
clinica, debido a su participacion en las enfermedades intranosocomiales.
Durante las décadas de los 50s y 60s, los cocos Gram positivos
representaban las bacterias mas comunes en las infecciones
intrahospitalarias; empero, las Gram negativas -tales como las
enterobacterias- incrementaron su relevancia dentro de los nosocomios a
partir de los 70s, situacion que volvid a modificarse en los Ultimos afos, al
resurgir los cocos Gram positivos, a través de S, aureus, S. epidermidis y los

enterococos {28,40,50).
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La tabla & muestra las bactenas mas frecuentes provenientes de pacientes

con bacteremias en 7 hospitales mexicanos (50).

Tabla 6. Porcentaje de los microorganismos mas frecuentes causantes de
bacteremias ocurridas en 7 hospitales mexicanos*.

Hospital ECP GN ECN Enterococcus| Candida
Instituto Nacionat de 48 555 12.9 88 7
Cancerologia
Instituto Nacional de
Enfermedades 9.9 750 —_— —_— 124
Respiratorias
Instituto Nacicnal de 44 46 8 51 14.1 250
la Nutricion
Hospital Infantif de 4.31 584 18.7 1.0 —
Meéxico
Hospital de
Pediatria del CMN 15.0 37.4 30.0 4.0 6.0
Siglo XXI
Hospital General de 8.0 750 7.0 —_ ND
Leodn, Gtlo.

Hospital General — 33.0 10.4 — 328
Gabriel Mancera

ND = No disponible

* = Rangel FS y cols, Epidemiologia de las infecciones nosocomiales, Salud
Pub. Mex., 1998 (en prensa).

CLAVES: ECP (estafilococos coagulasa positivo), GN (Gram negativo), ECN

{estafilococos coagulasa negativo)

En las enfermedades intrahospitalanas, las fuentes de transmisiéon pueden ser
exodgenas o endogenas, en el primar caso, el personal médico y paramédico,

quienes suelen poseer una flora habitual resistente a los antibidticos de uso
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comun, representan el principal foco tnfeccioso. Por ofra parte. fas fuentes

endégenas involucran a la flora bacteriana de los propios enfermos {(72).

Actualmente, la resistencia de los enterocccos a la vancomicina constiiuye un
problema especialmente grave en el ambiente intrahospitalario. ya que a
pesar de diversos esfuerzes, la incidencia de las infecciones nosocomiales
debidas a VRE (por vancomycin-resistant enferococcli  continla
incrementandose en EUA En general, se ha venido reportando que las
infecciones intrahospitalanas por VRE. progresan a partir de casos

esporadicos monoclonalies hacia una endemicidad polictonal {(9,38,41.45).

En 1995, el Center for Diseases Control (CDC) publicd fas siguientes
recomendaciones destinadas a prevenir la diseminacion de resistencia a la

vancomicina (41):

1 El uso limitado de la vancomicina.

2. La educacion del equipo de salud.

3. La documentacion de metodologias asociadas a ia deteccion
exacta de VRE en los laboratorios de Infectologia.

4. La descripcidn de las precauciones durante éi contacto del

personal de salud con pacientes infectados con VRE.
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resistentes a multiples antibiéticos, légicamente esto continia garantizando

la diseminacion enterococoica entre los internos (43,82).

Las infecciones ccurridas en las zonas de convalecencia representan un
importante factor de mortalidad en individuos de avanzada edad cabe
sefalar que el 40 % de los medicamentos prescritos dentre de los hospitales
corresponde precisamente a antimicrobianos, lo que induce el predominio de
microorganismos multiresistentes en el ambiente intranosocomial Entre los
factores asociados a la aparicion de patdgenos resistentes a antibidticos en

las areas de convalecencia, destacan (7)

a) La transferencia de pacientes desde las zonas de cuidados ntensivos

b) El uso excesivo de antibidticos de amplio espectro

C) Diversos factores de riesgo asociados al tratamiento o diagnéstico de la
enfermedad del paciente: tubos de alimentacion por endoscopia, ulceras,
desnutricién, inmunosupresion

d) Piel en mal estado.

La tabla 7 muestra las observaciones de Mylotte y cols en cuanto a la relacién

del érgano "blanco” con distintos patégencs intrahospitalarios (65) :
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ill. FACTORES DE VIRULENCIA

3.1. La sustancia de agregacion (AS)

Si bien las infecciones provecadas por enterococos se han incrementado de
manera sobresaliente desde hace poco mas de diez afios. el conocimiento de
fos mecanismos de virulencia implicados alin representa una asignatura
pendiente para los numerosos especialistas que en la actualidad estudian el

fendmeno (49,78).

Sin embargo, es claro que la mayor parte de las investigaciones se han
encentrado con una molécula, conocida como sustancia de agregacion (AS),
cuya participacidn en la patogenicidad de las principales cepas clinicas

aparenta ser trascendental en la patogenia (49,67,76,78,86).

La AS es una proteina superficial de los enterococos en la que, al parecer,
destaca una relevante secuencia de aminoacidos: Arg-Gly-Asp o Arg-Gly-Asp-
Ser. Su expresion reside en el plasmido pAD1, especificamente en el gen
asal, cuya presencia incrementa considerablemente la adherencia e
internalizacion enterocdccica en los macréfagos, previa interaccion de la
superficie bacteriana con las integrinas CD11b. CD18 vy CR3 de las células de

defensa del humano (49,78).
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Es oportuno sefalar que existen varnios tipos de AS, todos ellos codificados
por distintos pladsmidos inducibles por feromonas y cuyos genes presentan
secuencias similares entre si ; por obvio, dichos genes reciben
denominaciones asociadas al nombre de! plasmido implicado. Por ejemplo: el
asc10 forma parte del plasmido pcF10 vy el asa? integra al pAD1 y al cAD1?

(25,67).

Al margen de algunos ofros papeles que pudieran comprobarse en el futuro, la
sustancia de agregacion (AS) desempenia funciones trascendentales en los

siguientes eventos.

a} Participacion en la conjugacién de plasmidos.
b) Adherencia a tejidos de!l hospedero
¢) Promocion de ia fagocitosis

d) Estimulacion de la supervivencia intracelular del microorganismo.

3.1.1. Participacién en la conjugacion de plasmidos

Entre diferentes clonas del género Enterococcus, la promocion de la
conjugacion plasmidica imicia cuande las bacterias que fungen como
potenciales receptoras lberan al medio ciertos péptidos, denominados

feromonas, que promueven la movilizacion de diversos plasmidos, desde los
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enterococos donadores hacia ellas Ademas, las células enterocdccicas que
ya poseen un determinado plasmide, detienen la elaboracion del péptido
especifico homologo, pero continfian excretando otros que inducen su
apareamiento con clonas que cuenten con moléculas plasmidicas de las que

aquélfas carecen (14,24,49)

A tal respecto, entre los plasmidos inducibles por las feromonas, destacan el
pCF10 -que confiere resistencia a la tefraciclna- v, desde luego, el pAD1, uno
de los principales productores de AS la cual, entre otras funciones, suele
participar precisamente en la formacion de agregados caonstituidos por las
células denadeoras y receptoras -juntc con otra molécula conocida como
“sustancia de unibn enterocdccica” o EBS (por enterococecus tinding

substance)-, para facilitar e intensficar la transferencia plasmidica (14,25).

Todos los eventos de transferencia de plasmidos en bactenas requieren de

cuatro pasos criticos’ (24,89)

1 Contacto directo entre la célula donadora y receptora

2. Formacion de un canal que permita |a transferencia del DNA.

3. Transferencia del plasmido o del segmento de DNA a fravés del canal.
4. Estabilizacion del DNA en el nuevo huésped, ya sea por replicacion

auténoma o mediante su integracidn en el genoma,

*La letra °c” denva del inglés cumphing
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Las principales caracteristicas de las etapas implicadas son:

1.

Primera etapa Esta involucra la sintesis de una feromona
(heptapéptido) difusible, denominada cCF10, por parte de las células
que fungen como potenciales receptoras. Dicha feromona es
reconocida por un recepior codificado por el plasmido contenido en la

célula donadora.

Segunga etapa. La unién de una a cinco moléculas de feromona en la
ceélula donadora induce un proceso de transmision de sefiales que da
como resultado la expresion de distintas funciones relacionadas con la
transferencia de piasmidos. Una de estas funciones implica la sintesis
de [a sustancia de agregacion {AS), la cual posee la capacidad de
unirse a la sustancia de unién (EBS) ubicada sobre la superficie de la
célula receptora. La agregacion entre células donadoras y receptoras
también es promovida por una proteina denominada Asc10, codificada

por el gen prgB, situado en el plasmido pCF10.

Tercera etapa. Después de la unidn inicial de las células donadora y
receptora, se forma un canal que permite la transferencia del plasmido.
desde la célula donadora a la receptora. La transferencia se lleva a

cabo en forma unidireccional.
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Cabe agregar que diversos aislamientos clinicos de E faecalis presentan un
maximo de tres plasmidos conjugatives, cada uno de los cuales codifica para
distintas caracteristicas fenotipicas y responde a distintas feromonas. Por otra
parte, la proteina Asc10 promueve la corjugacion participando en la formacion

de agregados; dicha afirmacién se basa en los siguientes hallazgos (67):

« Durante la conjugacion inducida por feromonas sexuales, se
promueve la expresién de Asc10 y, como consecuencia, la
formacion de agregados.

e Las cepas que presentan de manera constitutiva los genes
regulatorios y estructurales asociados a la proteina Asci1O0,
forman agregados de células con otras clonas enterocdccicas.

» Los anticuerpos monoclonales dirigidos contra Asc10 inhiben

la formacion de agregados enterocéccicos.

Es importante reiterar que la EBS esta presente en las células receptoras y
que corresponde a un acido lipoteicoice codificado por genes cromosomicos;
sin embargo, dicha EBS también se localiza en diversas célutas donadoras,
por lo que los cultives liquidos de estas Ultimas suelen autoagregarse al

adicionar feromonas® {(25).

" La aulpagregacion nc se basa en la mieraccion de las AS de las células receptora y
donadora; ademas, ia sintesis de la AS en la célula donadora es independiente de que ésta
elabore EBS
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Por otra parte. se ha observado que las bacterias que contienen al plasmido
PAD1 tambien excretan una molécula especifica denominada iAD1, la cual
actua como inhibidor competitivo de la feromona cAD1, por ello, Jas células
potencialmente receptoras deben ubicarse o suficientemente cerca de su

donador, & fin de que la cAD1 pueda inducir la conjugacién © (24).

La molecula 1AD1 tiene una secuencia peptidica: Leu-Phe-Val-Val-Thr-Leu-
Val-Gly, que se encuentra en el extremo carboxiico de lo que parece ser un
precursor de 22 aminoacidos, el cual presenta una secuencia sefnal cuyos
cuatro primeros residuos de aminoacidos estan cargados positivamente. en
tanto que el resto de la molécula es de naturaleza hidrofobica. Probablemente.
la secuencia del precursor resulte trascendental para la insercién o transporte

de IAD1 en o a través de la membrana (24,67).

Ademas, recientemente se ha observado que la secrecion de cAD1 puede
verse afectada considerablemente por el grado de aireacion del cultivo
bacteriane; sin embargo, tal fenémeno no ocurre con otro tipo de feromonas,

tales como la cPD1 y la cAM373 (64,50)

El sistema de feromonas asociado a la transferencia de plasmidos cuenta con

una ventaja muy obvia: los genes de un plasmido no seran activados, excepto

 Tanto cADt como iAD1 son octapéphidos de naturaleza hidrofobica y presentar una
homologia cercana al 50 %
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cuando exista una bacteria receptora que adn no los contenga, ello, desde

luego, garantiza una mayor conservacion energética (14).

3.1.2. Adherencia a los tejidos del hospedero

La regidon de la AS en la que radica la capacidad de adherencia pudo
detectarse incubando macréfagos con distintas cepas de enterococos: una
AS’, ofra sintetizaba a la proteina completa y, fas restantes, producian AS
carentes de un cierto segmento. Los hallazgos mas relevantes del

experimento fueron los siguientes (78):

« [as carencias amplias en el extremo N-terminal de la AS reducian
un 40 % la adherencia bacteriana a macrofagos.

« Las pequefas faltantes en el extremo N-terminal se traducian en
efectos menores: la adherencia resultaba tres veces mayor que la
asociada a las cepas AS',

s Las carencias en el extremo C-terminal de la AS sélo disminuian en
10 % la adherencia; de hecho, ésta resultaba 3.3 veces mayor que
la observada en las cepas AS'.

s Las grandes ausencias que abarcaban los extremos N-terminal y C-
terminal redituaban una escasa adherencia, comparable a la de las

cepas AS,
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En conclusion, el trabajo en cuestion permitid establecer que el extremo N-
terminal de la AS resulta indispensable para que el microorganismo pueda

concretar su adhesion a las células eucariotes

Por otra parte, la previa incubacidn de macréfagos con el péptido Arg-Giy-
Asp-Ser (RGDS), ratificd que la AS desempefa una funcidon esencial en ia
adherencia: se observé que las cepas AS' que se agregaban 40 minutos
después de dicho péptido, sbdlo iograban adherirse a los fagocitos en

proporcionas aproximadas del 34 % (24)

Analogamente, la adicién simuftanea de microocrganismos y RGDS a modelos
experimentales renales, se traducia en inhibicicnes de sdlo 20 % en la
adherencia enterocdccica a las células tubulares, tal comoe ocurre en los

clasicos ensayos de inhibicién competitiva (49).

Es importante sefalar que los receptores de la AS en las células humanas
corresponden a moléculas proteicas superficiales, conocidas como integrinas®
B2, que se localizan en la superficie de numerosos leucocitos, e inclusive. de
las celulas epiteliales y endoteliales. La deteccion del residuo “blanco” con el

que interactla la AS, se basd en experimentos que incluian ia preincubacién

* Las ntegrinas deben su nombre al hecho de gue al interactuar con su ligando bactenana
desencadenan modificaciones en la membrana de la célula eucandte que 1as posee, a fin de
que et microorganismo implicado sea ingresado; por lo regular, constan d= dos subunidades,
a y B. las cuales varian segin el tipo celular que las presenta; por ejemp las b, se uoican
en la superficie apical de las ¢élulas intestinales
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de macrdfagos humanos con anticuerpos dirigidos contra distintas cadenas o
de las integrinas CD11a, CD11b y CD11c, encontrandose que la region

implicada era precisamente esta Ultima (25,28,40).

Mencidn aparte merecen las sustancias que fungen como matrices
extracelulares de los tejidos eucariotes; en tal sentido, destacan la colagena,
los proteoglicanos y diversas glicoproteinas estructurales tales como la
fibronectina (Fn) y la laminina (Ln), tfodos los cuales suelen ser utilizados
como receptores alternos de numerosos microorganismos que aspiran a

colonizar el tejido en turno (79).

La colagena contiene una secuencia tripéptida repetitiva Gly-X-Y, en donde X
y Y frecuentemente son prolina o hidroxiprotina. Por otro lade, la laminina
esta constituida por 3 polipéptidos, los cuales se asocian para formar una
estructura cruzada que contribuye a la estabilidad de los tejidos vy a la

generacion de sefales celulares(80).

En los tejidos normales, ia matriz extracelular esta cubierta por células
endoteliales o epiteliales y, por lo tanto, suele no estar disponible para actuar
como receptora de bacterias. Sin embargo, cualquier tipo de lesion puede
exponerla, promoviendo la colonizacion microbiana. Durante la década
pasada se comprobd ampliamente que microorganismos tales como los

estafilococos y estreptococos expresan componentes de superficie que
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reconocen molécuias de la matriz extracelular. A tal respecto, en E. faecalis se
ha descritoc un gen denominade ace, que codifica para una proteina cuya
organizacién estructural reconoce diversas moiéculas de Ia matnz extracelular

(79).

De cualquier manera, la AS representa uno de los principales protagonisias
de la adherencia enterocdccica a diversos tipos celulares, no obstante, las
numerosas cepas invelucradas en patologias humanas muestran diferentes
afinidades por los distintos fejidos: estudios in vitro han demostrado que los
aistamientos provenientes de infecciones del tracto urinaric {UTI1) se adhieren
mas eficazmente a las células tubulares que los asociados a endocarditis
{ENY}; por el contrario, estos Ultimos evidencian mayor afinidad por las células

cardiacas de Girardi que los obtenidos mediante urocultivo (14}

Es importante subrayar que E. fagecalis cuenta con receptores en el endotelio
de las valvulas del corazdn -lo que resulta trascendental en el desarrolio de
EN aguda en vélvulas cardiacas previamente sanas- y que las cepas
implicadas suelen presentar una baja adherencia a los leucocitos
polimorfonucleares (PMNs), en comparacion a la observada con cepas

provenientes de UTI (24,51)
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De hecho, previa incubacién de 1 h en suero®, las cepas causantes de UTl y
EN se adhieren en mayor grado a las células cardiacas y renales que a los
PMNs, lo que sugiere que clertas proteinas séricas afectan la interaccion entre
el microorganismo y dichos fagociios Sin embargo, esta posibifidad
practicamente se ha descartado, al obtenerse los mismos resultados a 4°C
{temperatura a la cual disminuye notablemente cualquier tipo de reaccion)

(30,39,57).

Cabe mencionar que la adherencia de E. faecalis a tas células del tracto
urinario también depende de que las adhesinas contengan al disacarido D-
glucosa-D-manosa, en tanto que 1a llevada a cabo sobre las células cardiacas
de Girardi reside en moléculas que presentan D-galactosa, a este reéspecto, se
ha logrado comprobar que los aistamientos provenientes de UT] y EN cuentan
con ambos azlcares y que, en contraste, los asociados a EN solo expresan al
segundo de ellos; de hecho, las cepas relacionadas con UT! evidencian in

vitro un alto grado de adherencia a las células cardiacas (24).

Las bacterias adheridas a modelos experimentales de células renales suelen
cuantificarse mediante ensayos de ELISA (por enzyme-linked immunosorbent
assay), utilizandose anticuerpos anti-£ faecalis preparados en conejo; la

reaccion se revela agregando un segundo anticuerpo: anti-y globulina de

“Numerosos autores afieman que ocurie una mayor produtcidn de AS cuando ¢l cultive se preincuba en
suera,
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conejo marcade con fosfatasa alcalina, cuyo sustrato es la p-nitrofenilfosfato.
La técnica se lleva a cabe en 30 minutos y la lectura se realiza 2 una A= 405

nm (49).

Con base en lo anterior, Kreft y cols encontraron que las cepas £. faecalis AS"
dan lugar a lecturas mayores. solo comparables a las obtenidas con clonas
AS” y con las que poseen pldsmidos asociados a la elaboracidon de
feromonas; estos hallazgos reiteran el importante papel de {a AS. tanto en lo
referente a la agregacién bacteriana como a la adherencia de los enterococos

sobre células humanas (49).

La subunidad o de las integrinas se expresa en las células tubulares del rifion
humano. Ademas, la By integrina (receptor} de la fibronectina también se

puede encontrar en las células epiteliales de los tabules del niidgn {30,39).

Finalmente, cabe sefalar gue la adherencia de E. faecalis a los cultivos de

células tubulares renales estd mediada por la adhesina Asat. es decir, a la AS

asociada al plasmido pAD1, inducible —a su vez- por feromonas sexuales (49).
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En otro estudic realizado por Kreft v cols, se llevd a cabo un Western blot para
observar la produccion de AS en presencia de suero. Los resultados

obtentdos fueron los siguientes: {(49)

+« La banda 1 corresponde a la AS elaborada por una cepa cuyos genes
asociados a dicha proteina se expresan de manera constitutiva.

» La banda 2 se relaciona con la AS de una clona que contiene al
plasmido pAD1 y a cuyo cultivo se le adicionaron una feromeona sexual
sintética y 5G % de suero fetal de beacerro.

» La banda 3 implica a la AS de la cepa gue posee al plasmido pADA,
pero cultivada en ausencia de feromona sexual sintética (sélo con 50 %
de suero fetal bovino).

s El carril 4 corresponde a la misma cepa que contiene al plasmido
pAD1, cultivada sin feromona sexual ni suero fetal bovino (no aparece

banda).

En conclusién, dicho ensayo demostré que la presencia de feromonas
potencia la produccion de AS y que el suero resulta suficiente e indispensable

en la elaboracién; esto ditimo sugiere que algun componente sérico podria

''Las cepas de enterococos fueron cultivadas en medic Todd-Hewitt
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promover la expresion de los genes correspondientes En tal contexto, Helmut
Hirt y cols (Universidad de Minnesota) han encontrado mediante estudios
basades en SEM (por scanming electron microscopy) que la albumina

plasmatica de mamiferos induce la producciéon de la AS (28).

3.1.3. Promocidn de la fagocitosis

Si bien numerosas infecciones debidas a enterccocos son de origen
enddgeno, en eilo podria resultar determinante el hecho de que los
macrdofagos fungen como vehiculo que concreta la translocacion del
microorganismo, desde el intestino hasta el sistema linfatico y el torrente

circuiatorio (39,67 78).

A este respecto, todo parece indicar que la AS promueve que los enterococos
se adhieran a dichos fagocitos, que faciliten secuencialmente la fagocitosis, e

inclusive, que sobrevivan intracelularmente (78)

Por o que respecta a la adherencia, diversos trabajos han revelado que la
presencia del gen asaT incrementa la eficacia del evento y que, inclusive, éste
se puede inhibir de manera competitiva mediante la preincubacion de los
macrofagos con anticuerpos que reconocen especificamente a las integrinas
CD18 y CD11b —también presentes en los linfacitos- pero, sobre todo, a las

CR3, las cuales se expresan de manera constitutiva en los monocitos {88,39).
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En referencia a los PMNs, las moléculas superficiales involucradas son las
integrinas ovp3 (conocidas como integrinas de respuesta a leucocitos), una
proteina denominada IAP (por integrin-associated protein) y Ia L-selectina. En
tal sentido, en la fagocitosis independiente de a opsonizacion participan tanto
la CR3 como un complejo avB3/IAP v la L- selectina; ésta es trascendental en
la interaccion de los neutrdfilos con las células endoteliales y  en la

potenciacion de las caracteristicas adherentes de la CR3 (74,85).

Estudios recientes han revelado que la adherencia enterocdceica no solo
requiere de las integrinas CR3, sino también de las otras moléculas antes
sefialadas, ya que el proceso puede inhibirse con anticuerpos dirigidos contra

estas Ultimas (74).

Cabe recordar que los neutréfilos PMNs representan un componente critico de
la defensa antibacteriana del hospedero: dichas células suelen ser las
primeras en llegar a los tejidos afectados, para intentar el englobamiento y
destruccion del agente patogeno, lo cual ocurre mas eficazmente mediante la
opsonizacién por C3b o por los anticuerpos 1gG. Al parecer, un evento clave
del proceso fagocitario involucra la interaccion entre la integrina CR3
(CD11b/CD18) vy la molécula C3b, ya que eficientiza fa ingestion de la

bacteria, e desplazamiento de los granulos lisosomales hacia el fagosoma v
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la respuesta oxidativa e hidrolitica que provocan la eventual muerte y

degradacion de fa bacteria (74).

En otro orden de ideas, los trabajos realizados con cepas AS™ y AS indican
gue la adhesion a macrofagos humanos no solo esta mediada por la AS,
puesto que las clonas AS también se adhieren aungue en grados
considerablemente menores. Sin embargo, las cepas AS™ también disminuyen
el atague oxidativo en su contra por parte de los macréfagos e incrementan la

velocidad de fagocitosis (78)

Numerosos autores han demostrado que el complemento es de gran
relevancia en la opsonizacion de E. faecalis y que los anticuerpos IgG
provenientes de los pacientes infectados funcionan como opscninas, aungue
sorprende que esto soOlo ocurre en presencia de C3b. Aparentemente, las
opsoninas 1gG estan dirigidas contra un carbohidrato superficial de los
enterococos, ya que la opsonizacionffagocitosis asociada a PMNs es inhibida
cuando los anticuerpos son preincubados con carbohidratos purificados
provenientes de E. faecium. A este respecto, la composicidn de los
carbohidratos superficiales de esta especie, es: 47 % de fucosa, 41 % de
glucosa, § % de galactosa, 3 % de ramnosa, 2 % de N-acetilgalactosamina y 1

% de N- acetilglucosamina (78).
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En un expenmento tendiente a definir la via del complemento involucrada en
la premocion del atague por PMNs, se inhibid la via clasica agregando una
solucion de EDTA-MgCl;; de esa manera, se pudo demostrar que la via
alterna del complemento resulta suficiente para promover la erradicacion del

agente infeccioso (73).

Adicionalmente, ciertas feromonas relacionadas con el plasmido pAD1, en
particular la IAD1, gjercen actividad quimiotactica hacia los neutréfilos, lo cual
sugiere que tales sustancias podrian influr en el curso de la infeccion

enterococcica, incrementando o modificando la respuesta del individuo.

Llama la atencién una hipotesis en el sentido de que cepas intracelulares de
enterococos son las que mas frecuentemente convierten las UT| en severas
pielonefritis y, posteriormente, en graves bacteremias, durante las cuales &l
microorganismo modifica ciertas sustancias de superficie para incrementar su
resistencia a la fagocitosis y, de esa manera, impulsar la colonizacion e

invasion de las céhilas endoteliales (39).

Stephen y cols analizarcn la influencia de dos moléculas codificadas por el
plasmido pCF10. la sustancia de agregacion Asci0 y la proteina Sec10
involucrada en el mecanismo de exclusion superficial® -encargada de prevenir

la transferencia de plasmidos entre dos células donadoras-, sobre la
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internalizacion de E. faecalis en los enterocitos HT-29" (consultar la tabia 8).
Dichos autores encontraron gue la invasividad de las cepas Sec107Asc10™ es
menor que la de las Asc10°Sec10” v las Asci0'Secid” Es decrr gque, muy
probablemente, la molécula Sec10 no desemperfie un papel importante en la
invasividad, si bien es preciso tomar en cuenta que las pobres
infernalizaciones in vifro no necesariamente seon reproducibles in vivo, habida
cuenta de que el area superficial de la mucosa intestinal es infinitamente

mayor (67).

Tabla 8. Capacidad de internalizacidon de E. faecalis y otras bacterias

CEPA Bacterias GRUPO
intracelulares
L. monocytogenes hemolitica 6.2+0.1 A
L. monocytogenes no hemolitica 49+0.2 B
S. typhumurium 48+0.2 B
E. faecalis Asc10” Sec10’ 47+0.2 B
E. faecalis Asc10°Sec10’ 45+02 B
F. faecalis Sec107Asc10 3.6+01 C
P, mirabilis 28+02 D
E. faecalis no invasiva 1.9+0.1 E
E. coli 1.9+02 E

9 La exclusion superficial ocurre despLas de la agregacién, probatlemente con base en la
inhibicion de la formacian del canal o c2 la movilidad del DNA
" En este trabajo se cuantificaron las bactenas intracelulares, previa eliminacsdn de las
extracelulares mediante la adicién de bacienédiagos
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Al margen de ello, los exdmenes sobre invaswidad enterocéccica con
microscopia electronica sugieren que el microorganismo se internaliza
mediante un mecanismo gue implica a su propa envoltura y a las
microvellosidades apicales de los enterocitos, antes de que se forme la

vacuola o fagosoma correspondiente (86).

3.1.4. Estimulacién de la supervivencia intracelular del microorganismo

Weeks y cols (1999) observaron que cuando ias cepas AS™ se inoculaban
intrapentonealmente en ratones, el microorganismo era engullido después de
un breve periodo, pero sobrevivia durante lapsos prolongados dentro de las

ceélulas fagociticas -merced a su capacidad para inhibir la respuesta oxidativa-.

En otras palabras, los enterococos invaden el sistema linfatico y el torrente
circulatorio, evadiendo o neutralizando los mecanismos de defensa natural del
hospedero. En tal contexto, Gentry y cols demostraron que £. faecalis
sobrevive mas tiempo dentro de los macrdfagos peritoneales de ratdén que
Lactococcus lactis y las cepas no diarreagénicas de E. cofi, aungue no
lograron establecer los factores de virulencia involucrados; de hecho, solo
pudieron plantear que, como la citolisina y la gelatinasa no pariicipaban en la
supervivencia celular, resultaba posible que la AS fuera una de las moléculas

responsables (28).
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Trabajos posteriores tampocc han  logrado determinar los factores
enterocdccicos implicados en la supervivencia intramacrofagica, si bien no se
ha descartado que dicha propiedad resida en la AS; a tal respecto. se ha
demostrado que ésta interactia con la molécula macrofagica CR3 y promueve

el ingreso microbianc a tos macréfagos sin inducir un ataque oxidative (78).

Dicho mecanismo, conocido como “fagocitosis/opsonizacién independiente”,
propone que la unidn de AS a CR3 -en ausencia de 1C3b- resulta en una poco
eficiente activacidon de PMNs contra los enterococos. Eilo es congruente con
el hecho de que los fagosomas que contienen E. faecalis ingresados via el
mecanismo AS/opsonina independiente son mucho mas grandes que los que
engloban bacterias internalizadas mediante opsonizacion. Lo anterior sugiere
que existe alguna diferencia significativa en la maduracion del fagosoma,
dependiendo de la participacién o la ausencia de CR3 durante el proceso
fagocitario, lo que quiza también podria influir en la supervivencia intracelular
de £ faecalis AS" (2,73,78)

Evidentemente, uno de los aspectos importantes er; la maduracion normal de
los fagosomas reside en el fendmeno de acidificacion. De hecho, se cree que
un pH intrafagosdmico de 4 a 5 promueve la actividad de diversas enzimas
granulociticas de los PMNs, incluyendo a la mieloperoxidasa (MPQ). lo cual
incrementa el efecto antimicrobiano. A tal respecto, se ha observado que

ocurre una reduccidn en la acidificacion fagosoémica (pH=5.9) inducida por las
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bacterias AS®, contrastante con pHs intrafagosdmicos de 4.5, los cuales
caracterizan el caso de las cepas AS™. Por obvio, esie podria representar uno
de los mecanismos involucrados en ia resistencia de E. faecalis AS" hacia los

PMNs (78)

Adicionalmente, el hecho de que el tratamiento de la endocarditis por
enterococos requiere de una terapia combinada durante lapsos prolongados,
también apoya la teoria de [a invasividad del microorgarusmo: éste no puede
ser erradicado por los medicamentos que no difunden hacia el interior de las

células infectadas (28).

Por otro lado, ciertos estudios han demostrado que las cepas de E. faecalis
provenientes de pacientes con endocarditis y bacteremia producen un 60 %
mas de ion superdxido, en comparacion con los aislamientos asociados a

personas aparentemente sanas.

En la Universidad de Oklahoma, Mark Huycke y cols inocularon cepas de E.
faecalis en ratones y posteriormente detectaron la presencia de radicales
libres en el contenido intestinal. Asi mismo, al poner en contacto celulas
epiteliales de intestino con enterococos productores de iones superdxido,
ocurrid un claro darfio en el DNA de las primeras. De acuerdo con esta clase
de observaciones, las clonas enterococeicas productoras de superdxido

podrian provocar la aparicion de tumores en el hospedero, amén de resultar
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mas resistentes al ataque de la mieloperoxidasa de los PMNs, enzima que

convierte al perdxido de hidrdgeno en acido hipoclorose (31,40).

3.2. Hemolisina

La hemolisina de E. faecalis fue inicialmente denominada pseudo-hemolising,
debido a que su actividad hemolitica en agar sangre con eritrocitos
provenientes de determinadas especies mamiferas no es reproducible a partir

del sobrenadante de los cultivos liguidos {25).

La pseudc-hemolisina es una citolisina capaz de destruir células eucaridticas y
procaribticas, es labil a pH de 6.6 cuando se le incuba a 37°C por 30 minutos
y estable en presencia de oxigeno. Los eritrocitos de humnano, caballo, vaca y
conejo resultan mas susceptibles a su accién bioldgica que los hematies de

oveja y cabra (25,36).

De acuerdo con Glimore y Haas de 'a Universidad de Oklahoma, ia citolisina
debe desempefiar un importante papel en la primera fase de la infeccion por
enterococos, la cual es asintomatica y se sitta en el tracio gastrointestinal
Algunos de los eventos involucrados en esta primera fase de la infeccion
incluyen a la penetracion en los tejidos humanos, ast como a una toxemia
directa y a cierto dafio tisular que antecede a la segunda fase, en la que

ocurre la aparicién de los sintomas. Dichos autores han identificado tres
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subunidades de la citolisina extracelular, las cuales interacttan para provocar
ta lisis celular; en este sentido, una de itas subumdades, conocida como
enzima activadora, esta siendo un relevante objeto de estudio, ya que se
espera que en el futuro inmediato puedan disefiarse medidas terapéuticas
dirigidas a neutralizar su trascendental participacion con base en la

administracion de proteasas (28).

SI bien la citolisina de E. faecalis esté codificada por el plasmido pAD1,
algunos de los genes auxiliares se localizan en el cromosoma bactenano. Al
margen de que la presencia del plasmido pAD1 contribuye a |la severidad de
las endoftalmitis provocadas por esta especie, la produccidon de la citolisina
esta regulada por la expresion de los genes asociados a las moléculas A (cyl
A) y L {cyl By y por la secrecidn de esta Ulima (que depende de la

disponibilidad de ATP) (15,16,24)

E! componente L (precursor de la sustancia litica) posee un peso molecular
de 11,000 Da, en {anto que e de 'a molécula A es de 27000 Da; ésia
presenta una carga netamente negativa a pH neutro, se sintetiza inicialmente
como un péptido sefal, se excreta como zimégeno, se asocia a la pared
celular, actha como serin-cinasa v, al parecer, contribuye a la inmunidad y a la

actividad de la citolisina (25,36},
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Por su parte, el componente L patticipa en ta formacion de un canal de
transporte, que atraviesa practicamente {a membrana citoplasmética. para
permitir el paso de la hemolisina. Cabe sedalar que los promotores de los
componentes A y L son distintos, por lo gue su transcripcion y traducsion no

ocuiren en forma simultanea (25,36).

De hecho, la sintesis y secrecion del componente L se detienen al disminuir
los niveles de ATP pero, en ese momento, la molécula A parece influir en la

reactivacidn correspondiente (25,36}

La citolisina desempefia relevantes funciones patogénicas: actia como toxina,
provocando la ruptura del sistema membranoso de los glébulos rojos y de
otras diversas células humanas, e inclusive, de otras bacterias {fungiendo

como bacteriocina) (11)

Los modelos experimentales murinos han permitido demostrar que las clonas
productoras de citolisina ocasionan septicemias persistentes, a diferencia de
las que no la sintetizan y que, ademas, dicha citotoxina provoca la
disminucion de la funcidn retinal de los conejos y/o fa propia destruccién de la
retina en sdlo 24 h, sin embargo, la incuestionable existencia de muchos otros
factores enterocdccicos de patogenicidad y el hecho de que sélo cerca de Ia

mitad de las cepas clinicas sintetice citolising, reiteran que ésta no representa

11y
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un elemento indispensable en el ongen de fas enfermedades debidas a £

faecalis (11,36).

En otras palabras, existen diversas evidencias de que la produccion de
hemolisina suele estar relacionada con la severidad de los cuadros
patolégicos' las infecciones causadas por clonas citoliticas provocan una
disminucién mayor de la funcidn neuroretinal en modelos animales que las
rmutantes no citoliticas, manifestando una pérdida casi total de ia arquitectura
retinal. Evidentemente, zigunos autores que trabajan con  microscopia
electrénica han observado que la destruccidn ocurre principalmente en las
capas posteriores del ojo, lo que sugiere que la citolisina posee la capacidad

de penetrar hasta dichos estratos (11).

Si bien los resultados experimentales demuestran la contribucion de la
citolisina a una mayor virulencia en E. faecalis, los mecanismos implicados en
el dafo tisular aun son desconocidos. No obstante, es muy probable que
dicha citotoxina induzea la liberacion de mediadores inflamatorios a partir del
tejido danado o de las células fagocitarias y que, de esa manera, se
desencadene una reaccién inflamatoria gue origine la destruccién tisular.
Cabe agregar que las cepas que presentan un transposon especifico aln en

estudic experimentan la inactivacidn de algunocs genes ligados a la sintesis de

' En un modeto intraperitoneal en ratones, ke y cols demostraron que las cepas de £ faecalis
citoliticas son diez veces mas toxicas que |las cepas que no presentan citolising,
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citolisina, lo que se traduce en un menar progreso de las patologias inducidas

en modelos animales (40).

En otro orden de ideas, también existen evidencias epidemioldgicas de una
probable relacidn entre ia produccién de hemolisina y 1a elevada frecuencia de
resistencia a antibidticos: en {a Universidad de Wisconsin se obtuvieron 40 %
de cepas enterocdccicas hemoliticas, en su mayoria resistentes a los
aminoglicésidos. Al margen de ello, la exposicidén de cepas de E. faecalis
productoras de citolisina a dosis madianamente letales de bacitracina y

vancomicina provoca la disminucion de la actividad citolitica (25,36)

Por ultimo, se ha observado que la citolisina de E. faecalis inhibe el
crecimiento de algunos estreptococos que habitan normalmente en la cavidad
oral, incluyendo a las especies que contribuyen a la generacion de caries

dentales (36).

3.3. Gelatinasa

Dupont v cals demostraron que la elaboracion de gelatinasa por parte de
numercsas cepas de enterococos disminuye la Dlss, si bien los estudios
implicados presentan ciertas limitaciones, debido a que las clonas Gel

utilizadas en el comparativo fueron generadas por mutagénesis (31).
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El gen gelf codifica para dicha proteasa, la cual degrada a la gelatina,
caseina, hemoglobina y otros péptides bioactivos, incluidas las feromonas
gquimiotacticas de E. faecalis, en tal sentdo, es obvio que si la gelatinasa
cuenta con la capacidad de escindir feromonas enterococcicas, una de sus
relevantes funciones podria consistir en modular o modificar la respuesta

inmune del hospedero contra el microorganismo (24,36).

3.4. Bacteriocinas (enterocinas)

Las bacteriocinas son péptidos activos de membrana que ejercen actividad
antimicrobiana contra bactenas relacionadas con la cepa productora. La
produccién de bacteriocinas ha sidc descrita tanto en microorganismos Gram

positivos como en Gram negatives (15,16).

Las bacteriocinas pueden ser de tres clases: (31)

Clase |. Son sintetizadas en los ribosomas y sufren de modificaciones a
nivel post-traduccional hasta dar fugar a un péptido activo. Actualmente, la
nisina es la mas estudiada, es producida por Lactococcus factis y se e ha
aphcado para preservar alimentos tales como los quesos.

Clase ll: Son pequefias, estables al calor y también son sintetizadas en
los ribosomas, aunque no sufren de modificaciones post-traduccionales,

con excepcién de [a ruptura del péptido lider.
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Clase lli: Son de elevado peso molecular y labiles al calor

Las bacteriocinas producidas por ios enterococos se conocen como
enterocinas y, en su mayor parte, pertenecen a la clase I, tal como sucede
con las enterocinas A, B, L50A y L508 Estas no sufren modificaciones post-
traduccionales, su secrecion no reguere la presencia de un péptido sefal y
presentan simibtud con las hemolisinas de los estafilococos, aunque no

poseen actividad hemolitica (31)

Cabe sefalar que, en algunas cepas de E. faecalis, la expresién de
bacteriocinas estd regulada por feromonas codificadas por plasmidos

conjugativos (18).

Las enterocinas son activas contra cepas de enterococos, Listeria
monocytogenes y Clostridium. La actividad anti-Listeria resuita congruente, ya
que este genero y los enterococos se encuentran filogenéticamente
relacionados. Finalmente, por lo que toca al efecto anti-Clostridium, éste es
muy afortunado y se aplica para impedir el desarrollo de estos

microorganismos en los quesos empacados (15).

Adicionalmente, Nes y cols, investigadores de la Universidad de Agricultura
de Noruega, comprobaron que diversas cepas virulentas de E. faecalis

obtenidas de diversos alimentos fermentados sintetizan numerosas
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enterocinas (bacteriocinas de enterococos), de las cuales la A y la B ejercen
una especial actvidad bactericida sobre otras clonas de enterococos,
lactobacilos, clostridios, listerias y pediococos. A ambas sustancias se han
sumado la enterolisina A y la bacteriocina circular AS-48 de £. faecalis; esta
litima fue descubierta por Antonio Galvez en Espafa y funge como agente

bactericida para otros patogenos, incluido el género Salmonefia (15,28).
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IV. DIAGNOSTICO DE LABORATORIQ Y TRATAMIENTO

4.1. Diagnostico por el laboratorio

El diagndstico de laboratorio de las enfermedades ocasionadas por £. faecalis
se basa fundamentalmente en la aplicacidn de metodologias microbiolégicas,
si bien afortunadamente y, aunque de manera paulatina, empieza a
extenderse el empleo de pruebas de indole molecular que le aportan una

mayor velocidad y confiabilidad a los resultados (1,80).

Es oportuno sefialar que, en el caso de los enterococos, las metodologias
microbiolégicas son exactas y precisas, habida cuenta de que se frata de un
microorganismo  que desarrolla  relativamente  rapido, manifestando

caracteristicas fenotipicas especificas y faciles de evidenciar (22).

Por lo general, la muestra clinica en turno se puede sembrar en agar sangre
de camerd’, e inclusive, en agar cefalexina-aztreonam-arabinosa, en el medio
CHROMAgar vy en agar para enterococos con 6 ug/mbL de vancomicina. De

esta manera, previa incubacion de las placas, durante 18 a 24 h a 35-37°C vy,

' Logicamente, en el caso de la endocarditis, la muestra clinica corresponde a la sangre
venosa del pacente, la cual se siembra en medios tales como el bifasico de Ruiz
Castafieda o alguna formulacion liquida, come el BHi o el tnpticase-soya-caldo, en todos los
casos, adicionados de un anticoagulante no tdxico para los agentes bacterianos. Una vez
gue se observa desarrolio en ellos, se procede a resembrar en placas de agar sangre de
carnero o en alguno de los mencionades en el parrafo correspondiente
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al margen de concretar el aislamiento de la cepa responsable del cuadro, las
colonias correspondientes se diferenciaran cen facilidad, tomando como base
el tipo de hemolisis, la fermentacién de arabinosa (positiva para E. faecium y
negativa para £. faecalis) y la coloracion azul de las colonias desarrolladas en
el CHROMAgar; ademas, podria empezarse a sospechar sobre fa posibilidad

de que el agente eticldgico fuera resistente a vancomicina (4,.22,62).

Evidentemente, oftros medios sdlidos adecuados para llevar a cabo el
aislamiento de los enterococos pueden incorporarse a la metodologia,
sumandolos a fos antes mencionados o sustituyendo a algunos de ellos; en
este sentido, se pueden tomar en cuenta el CNA {agar Columbia-colistina-
acido nalidixico) y el PEA (agar alcohol teniletiiico), los cuales contienen
sangre de carnero y, en caso de los urocultivos, es conveniente considerar el
empleo del agar Brolacin, para llevar a cabo la cuenta de colonias, cuando el

especimen se ha obtenido por la téenica de media miccion (4,80).

Una vez que se han diferenciado macroscopicamente las colonias de
Enterococcus, se realizan extensiones tedidas y algunas pruebas que
permiten confirmar su presencia; en tal contexto, la observacion de cocos
Gram positivos y catalasa negativa, capaces de crecer en presencia de 6.5 %
de NaCl y/o de azida de sodio =zt 0.04 %, representa un avance en la

identificacion y representa una férmula {tamiz) para ahorrar material v
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reactivos que se emplean a continuacion en la caractenzacion bioquimica

(22,48).

La mencionada dentificacion bioguimica puede llevarse a cabo mediante el
empleo de kits comerciales tales como el sistema AP| Rapid STREP de 20
pruebas, o bien, del sistema Vitek. Sin embargo, también se puede efectuar
preparando los medios correspendientes y distribuyéndolos en tubos. La
lectura e interpretacion de las pruebas seleccionadas debera fundamentarse
en el contenido de las tablas 3, 4 y 5, localizadas en el capitulo | del presente

trabajo (10,48).

El sistema VITEK2 es una metodologia automatizada que provee de distintas
pruebas bioquimicas y de susceptibilidad para la identificacién de la mayoria
de enterococos de importancia clinica. Esta prueba consiste de pozos vacios,
un incubador y una computadora. Este sistema detecta crecimiento bacteriano
y cambios metabélicos en los distintos micropozos mediante deteccion basada
en fluorescencia. Se utiliza la tarjeta ID-GPC para la identificacion y la AST-
P516 para pruebas de susceptibilidad a antibidticos 1.a tarjeta ID-GPC es una
placa con 64 pozos de los cuales 18 s2 encuentran vacios y 46 contienen
pruebas bioquimicas y de inhibicion. En particular contiene las siguientes
pruebas: 22 pruebas enziméaticas para aminopeptidasas y —csidasas. Cabe
sefialar que los sustratos utilizados para la deteccion de aminopeptidasas

estan unidos al 7-amino-metilcumarina {(7AMC) mientras que los sustratos
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estan unidos al 7-amino-metilcumarina (7AMC) mientras que los sustratos

para la deteccion de -—osidasas estdn usualmente unidas a 4~

metilumbeliferona (4MU). En la tabla 9 se mencionan los sustratos utilizados

en las 22 pruebas de deteccion (10,33):

Tabla 9. Sustratos utilizados en el sistema VITEK.

Deteccion de aminopeptidasas

Deteccién de — osidasas

4MU-o-L arabinofurandsido Alanina- 7 AMC
4MU-o- galactésido Arginina- 7 AMC
AMU-o-D- glucdsido Aureasa

Ac. 4MU-a-D-N- acetilneuraminico

Histidina- 7AMC

4 MU-B- D- galactdsido

Ac. o- glutamico- 7AMC

4MU-B-D- glucédsido

Teonina - 7TAMC

4MU-B-D- glucurénido

Leucina- 7AMC

4MU- B- D- mandsido Lisina - 7AMC
AMU-N- acetil-B-D- glucosaminida Fenilalanina- 7AMC
4MU- fosfato. Prolina - 7AMC

Ac. Piroglutamico- TAMC

Tirosina- 7AMC

Las 16 pruebas de fermentacién incluidas en la tarjeta ID-GPC incluyen: D-
rafinosa, amigdalina, arbutina, D- galactosa, glicerol, D- glucosa, L- arabinosa,
lactosa, D- maltosa, D- manitol, N- acetilglucosamina, salicina, D- sorhitol, D-
trehalosa, D- melibiosa, D- xilosa.

En el sistema VITEK también se incluyen pruebas de descarboxilasas para
ornitina y arginina y pruebas adicionales como son: ureasa, pituvato,

optoquina, novobiocina, polimixina y crecimiento en medio con 6.5% NaCl.
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Por otro lado, la tarjeta AST-P516 tiene 64 pozos que incluyen 20 pruebas de
agentes  antimicrobianos a  distintas  concentraciones: ampicilina,
benzilpeniciling, cefuroxima, ciprofioxacina.  clindamicina, efitromicinag,
gentamicina,  imipenina,  kanamicina, levofloxacina,  nitrofurantoina,
norfloxacina, ofioxacina, quinupristina/dalfopristina, estreptomicina,

teicoplanina, tetraciclina, trimetoprim-sulfametoxazol y vancomicina (33).

Adicionalmente, la suspension de microorganismos que se utiliza para el
inoculo er el sistema VITEK2 se prepara a patir de medios de cultivo de
bacterias incubadas durante 18 a 24 horas en agar Columbia con 5% de
sangre de carnero. Finalmente las soluciones se preparan en solucion salina
esterit (0.45% NaCl) a una turbidez equivalente a 0.5 Mc. Farland. Los
resultados finales se obtienen automaticamente después de un minimo de 4

horas y un maximo de 15 horas (33).

El sistema VITEKZ es de facil manejo y rapida deteccidn y los resultados

obtenidos son confiables (10).

Dada la resistencia de numerosas cepas enterocdccicas que fungen como
agentes efioldgicos de enfermedades humanas, es necesario que las
actividades diagnosticas sean complementadas  con pruebas de

susceptibilidad a los antibidticos, mediante el monitoreo por dilucidn en agar,
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por microdilucion o por difusion en disco, de acuerdo con lo sefialado en el

capitulo | del presente trabajo (46,80)

Por lo que se refiere a las técnicas moleculares, la deteccién de los
enterococos se basa en ia realizacion de la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR). Esta coresponde a una metodologfa que amplifica
(multiplica) alguno de los segmentos de DNA especifico de los enterococos,
con el objeto de poderlo identificar mediante alguna prueba complementaria,
la cual puede ir desde una simple electroforesis en gel de poliacrilamida tefiida
con bromuro dé etidio hasta un southern-blot, un RFLP (restriction field lengh

polymorfism) o un PFGE (pulsed field gel electrophoresis) (23,72,84).

En la PCR, se requieren los primers adecuados para seleccionar el segmento
“blanco” de DNA a amplificarse, una DNA polimerasa y los dNTP's
{desoxirribonucledtidos trifosfatados) ATP, TTP, CTP y GTP; cada ciclo de
aproximadamente tres minutos consta de tres eventos: a) la desnaturalizacion
del DNA,; b) el alineamiento de los primers {iniciadores}), y c) la elongacion de
las nuevas cadenas de DNA. El primero tiene lugar a 94-96°C, el segundo a
45-60°C v, el dltimo, a 70-75°C; por tal motivo, s necesario un termociclador,
en el que se programe un cambio importante de temperatura cada 60
segundos y, por otro lado, es conveniente que la DNA polimerasa no sea

susceptible a las temperaturas de 90°C o mayores. A este (ltimo respecto, la
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enzima adecuada es la Taq pol | de la bacteria termofilica Thermus aqualicus

(72).

Evidentemente, la PCR también es utii desde el punto de vista de la
tipificacion de las cepas implicadas, si bien es preciso sustiturr a los primers
asoclados a la diferenciacion de la especie por alglin pool de iniciadores
obtenido en el laboratorio de cada hospital. Dicha modificacién se conoce
como RAPD-PCR vy tiene su explicacion en el hecho de que los primers
destinados a la identificacion de E. faecalis no podrian diferenciar entre dos o

mas clonas de la misma especie (23,80).

La adecuada identificacion de los enterococos a nivel de especie es
importante para llevar a cabo una adecuada terapia, particularmente en el
caso de endocarditis, debido a la susceptibilidad que presenta la especie a los
B-lactamicos y glucopéptidos. Entre las metodologias desarrolladas para la
deteccion de enterococos basados en PCR se cuentan la deteccion del gen
tuf, que codifica para el factor de elongacion EF-Tu involucrade en la
formacién de cadenas de péptidos. Los primers que se utilizan, corresponden
a regiones conservadas del genoma de distintas especies de enterococos. La
tabla 10 muestra los primers que amplifican el segmento correspondiente al

gen tuf presente en el género Enterococcus (19).
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Tabla 10. Primers utilizados para la amplificacion del gen fuf.

Primer Secuencia Posicion del
nucledtido
Enteroccoccus
Ent1 5'- TACTGACAAACCATTCATGATG- 3° 618-639
Ent2 5- AACTTCGTCACCAACGCGAAC- ¥ 708-729

Un ensayo de PCR descrito por Dudka-Malen y cols aplica para la deteccion
de cuatro genotipos asociados a Ia resistencia a glucopéptidos (VanA, VanB,
VanC-1 y VanC-2). En esta metodologia, la PCR se emplea para la
identificacion simultanea de especies de enterococos y la resistencia a
glucopéptidos. La identificacion se lleva a cabo mediante la amplificacién y
deteccion de los genes ddl g, faecais ¥ 99 & faccum que codifican para D-alanina:
D-alanina (D-Ala: D-Ala) ligasas. En cambio, la deteccion de resistencia esta
basado en la blsqueda especifica de genes que codifican para enzimas
relacionadas con resistencia a glucopéptidos. La resistencia de tipo VanA y
VanB se deben a la incorporacion de D-alanil-D-lactato (D-Ala-D-Lac) en los
precursores de peptidoglicanos que provoca la disminucion de la afinidad por

glucopéptidos (26,58)

La tabla 11 rmuestra las posiciones y secuencias de los

oligodesoxinucledtidos. Cabe sefialar que se seleccionaron primers de tamafo

similar (17 a 19 bases) y contenido de GC entre 37-53% para evitar
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variaciones en la temperatura de alineacion y para permitic el uso de seis

pares en una sola reaccion (26)

Adicionalmente se han descrito ensayos de PCR en donde es pasible inocular
directamente una colonia del microorganisme en fa mezcla de la reaccion de
PCR, esto permite la disminucion de tiempos de analisis. En contraste con la
hibridacion DNA-DNA en donde se requieren llevar a cabo numerosos

subcultivos con el objeto de obtener cantidades de DNA adecuadas {69).

4.2. Tratamiento

Los casos de endocarditis humana provocados por enterococos resistentes a
la gentamicina y a los glucopéptidos pueden tratarse con la combinacién de
ampicilina y una flucroquinolona, ya que estos microorganismos son
susceptibles a la ampicilina y han mostrado baja resistencia a las

fluocroguinolonas (83).

El réegimen terapéutico via intravenosa debe mantenerse durante un minimo
de seis semanas, sobre todo cuando la fiebre no cede dentro de las primeras
48 a 72 h. En las endocarditis por enterococos se requiere de dosis altas

hasta por 10 a 14 dias; evidentemente, la mayoria de los tratamientos de

-
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Tabla 11. Primers utilizados para la deteccién simulténea de especies de enterococos vy de resistencia a glucopéptidos.

Gen amplificado | Producto | Par Secuencia Posicién| Contenido
de PCR (5'-3") GC (%)
VanA 732 Al +GGGAAAACGACAATTGC 175-191 53
A2 -GTACAATGCGGCCGTTA 907-891 53
VanB 635 B1 +ATGGGAAGCCGATAGTC 173-189 53
B2 -GATTTCGTTCCTCGACC 807-791 53
vanC-1 g22 C1 +GGTATCAAGGAAACCTC 248-272 53
Cc2 -CTTCCGCCATCATAGCT 1067- 50
1051
vanC-2, vanC-3 439 D1 +CTCCTACGATTCTCTTG 455-486 47
D2 -CGAGCAAGACCTTTAAG 885-869 47
ddl € faecans 941 E1 +ATCAAGTACAGTTAGTCT 98-116 38
E2 -ACGATTCAAAGCTAACTG 1038- 39
1021
ddl E faecum 550 F1 +TAGAGACATTGAATATGCC NA 37
F2 -TCGAATGTGCTACAATC NA 39
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endocarditis inicia con algin tratamiento empinco, después de haberse
recolectado seis muestras de sangre para hemoculiivo en 24 horas. Inclusive,
en los casos de endocardiis clinica y/o seroldgica relacionados con
hemacultivos negativos es conveniente tomar en cuenta la participacién de
enterococos, por lo que resulta adecuado aplicar la combinacién sinérgica
antes sefalada.

El indice de recaidas de la endocarditis enterocéccica es muy elevado cuando
sélo se administra penicilina; por tal motivo, deben incluirse la estreptomicina

o la gentamicina (61,83)

Sin embargo, puesto que existen numerosas cepas de enterococos
resistentes a los aminoglucésidos (17, 54) es necesaric comprobar la
susceptibilidad del agente causal mediante pruebas de susceptibilidad in vitro;
de hecho, quizd la gentamicina sea el aminogiucésido mas adecuado (o
menos inadecuado). ya que la resistencia a estreptomicina es mas comdn que
la gentamicina, y la nefrotoxtcidad de esta (ltima suele neutralizarse con
menos dificultad. En general, se recomienda un régimen de cuatro a seis
semanas, aplicando 4 millones de unidades de penicilina, cada cuatro horas,
acompanadas por 1 mgfkg de gentamicina, cada 8 horas. Si el paciente es
alérgico a la penicilina, ésta se puede sustituir por vancormicina, a razon de 1 g

cada 12 horas (81)
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En ofro orden de ideas, las oxazolidininas representan una nueva clase de
antibidticos sintéticos que inhiben el inicio de la sintesis proteica, al unirse
selectivamente a la subunidad ribosomal 50S. E! Linezolid es la primera
oxazolidinina que se desarrolld, ejerce una accién bacterostatica sobre los
enterococos resistentes a la vancomicina v, al igual que las esireptograminas
quinupristina/dalfopristina son aceptados por la FDA para el tratamiento de

pacientes con infecciones por VRE (20,68,88).

Tal como puede inferirse de lo antes sefialado, existen diferentes opciones
para efectuar el tratamiento de endocarditis humana provocada por VRE. En
este sentido, es oportuno mencionar que la a quinupristina/dalfopristina
resulta eficaz en la terapéutica de la endocarditis por E. faecium, aunque sélo

€N una propercion de 4 de cada 9 casos (21,88).

Este dltimo agente, conocido comercialmente como Synercid, corresponde a
la combinacion de estreptogamina A (daifopristina) y estreptogamina B
(quinupristina), los cuales actian de manera sinérgica inhibiendo la sintesis
proteica bacteriana. Desafortunadamente, va se han reportado casos de
cepas productoras de acetiltransferasa que medifican vy neutralizan a la

estreptogamina A (20).
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La aparicién de resistencia enterocdceica a fa vancomicina, observada mas
frecuentemente en E. faecium, ha conducide a nuevos retos terapeuticos ya
que, adicionalmente, este microorganismo es fambién resistente a muchos
otros antibiéticos. Los estudios han demostrado que Ia nitrofuranteina es mas
activa contra E. faecalis que contra E. faecium y que numerosos enterococos
resistentes a la vancomicina y teicoplanina son susceptibles a [a
quinupristina/dalfopristina. Asi mismo, trabajos in vifro han comprobado Ia
eficacia de la nitrofurantoina contra E. faecalis y E. faecium, ain cuando se
frata de cepas VanA y VanB positivas, lo cual resulta congruente con
resultados clinicos que sugieren a dicho antimicrobiano como adecuado para

tratar infecciones urinarias debidas a VRE (91).

En general, las infecciones ocasionadas por enterccocos resistentes a
glucopéptidos se pueden tratar con la administracion de peniciina G,

ampicilina 0 amoxicilina combinados con algin aminoglucosido (53).

En resumen, los enterococos exhiben una resistencia intrinseca a diversos
antibidticos B-lactamicos y aminoglucésidos, por o que el tratamiento requiere
de combinaciones entre algin agente que actle contra ia sintesis de pared
celular y un aminoglucésido. Sin embargo, la terapéutica asociada a pacientes
afectados por VRE es alin mas problematica, especialmente cuando las cepas

también son resistentes a ampicilina y/o a algunos aminoglucosidos. Por este
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motivo, destacan los resultados exitosos con el Linezolid sumado a la
gentamicina, en lo referente al fratamiento de las bacteriemias ocasionadas

por VRE {44).
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CONCLUSIONES

CONCLUSIONES

Los enterococos han adquirido recientemente una mayor relevancia en
el campo de la salud plblica, en virtud del notable incremento de
infecciones nosocomiales debidas a este microarganismo. las cuales
frecuentemente se transmiten y se propagan entre los internos via el
instrumental clinico y/o a través de las manos del propic personal
medico y paramédico. En tal sentido, resulta indispensable establecer
nuevas medidas tendientes a prevenir la diseminacién de esta bacteria

en el ambiente intrahospitalario.

Aln no se conocen con centeza todos los factores de virulencia de los
enterococos; hasta ahora, los mas estudiados son la sustancia de

agregacién (AS), la citolisina, la gelatinasa y las bacteriocinas.

La AS representa el mas destacado factor de virulencia dé los
enterococos; corresponde a una proteina superficial, codificada por el
plés;nido pAD1, que incrementa la adherencia e internafizacion del
microorganismo a los macrofagos, promueve la supervivencia

intrafagocitana y participa en fa conjugaciéon de plasmidos y en la

adherencia enterocécceica a diversos tejides humanos.
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CONCLUSIONES

Los enterococos implicados en las actuales infecciones nosocomiales
son mullirresistentes, e inclusive, la mayor parte de las cepas no son
susceptibles a la accion de la vancomicina, antimicrobiano
perteneciente al grupo de los glucopéptidos que venia representando ia
opcion mas efectiva en la terapéutica correspondiente. Dicha
resigtencia se asocia a mutaciones al azar pero, sobre todo, a un eficaz
mecanismo de conjugacion de plasmidos potenciado por la

participacion de feromonas.

La participacion del fahoratorio clinico resulta determinante tanto en la
deteccién de los focos infecciosos intrahospitalarios como en el
diagnostico v la seleccion del tratamiento de las enterococcias. En este
aspecto, los métodos microbioldgicos existentes suelen ser confiables,
aungue su exactitud, sensibilidad y rapidez son menores que los

aportados por las técnicas moleculares.
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