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RESUMEN

Los enterococos intestinales son microorganismos bastante ubicuos que forman
parte de la microbiota intestinal de los humanos. La facilidad con la que estos
microorganismos adquieren resistencias a antibiéticos sumado a la gran capacidad
gue poseen para sobrevivir en cualquier ambiente, ha ocasionado serios problemas
de salud, principalmente en personas hospitalizadas. En esta revisién se expondran
distintos articulos relacionados con el tema a través de los cuales se extraeran las
principales conclusiones. Todos estos estudios se centran en la resistencia a
antibiéticos y los genes de virulencia del género Enteroccocus en la ruta oral-fecal,
pues caracterizandolos lo mejor posible podemos aumentar el abanico de
posibilidades a la hora de responder frente a infecciones por estos enterococos y
sobre todo, evitar que se produzcan mediante un control mas estricto sobre los
alimentos y los animales, pues son importantes reservorios de enterococos

patégenos para el ser humano.

ABSTRACT

Intestinal enterococci are very ubiquitous microorganisms that are part of the
human gut microbiota. The ability of these microorganism to acquire several
antibiotic resistances and their capacity to survive in any environment has
occasioned several health problems, principally in hospitalized people. This review
will show different articles related to this theme in order to extract the principal
conclusions. All of them focus in the virulence genes and antibiotic resistance of the
Enterococcus genus in the oral-fecal route with the purpose of characterize all of
them in order to increase the posible treatments against infections caused by
enterococci and, specially, avoid them with a strict control over food and animals,

which are important reservoirs of pathogenic enterococci for humans.



1. INTRODUCCION

1.1. Microbiota intestinal

En el intestino humano podemos encontrar una gran variedad de miembros que
forman la llamada microbiota intestinal. La microbiota intestinal tiene una gran
importancia, tanto que sus funciones metabdlicas, nutricionales y moduladoras de la
inmunidad de nuestro sistema han sido ampliamente estudiadas (Sebastian
Domingo y Sanchez Sanchez, 2018). Es de gran interés en el ambito médico la
relacion entre los microorganismos intestinales y algunas enfermedades como la
osteoartritis 0 la diabetes mellitus tipo 2 (Wu et al., 2019; Horie et al., 2017). Este
interés ha ido en aumento desde que se mostr6 el cambio que sufria dicha
microbiota en pacientes con enfermedades intestinales, alergias o enfermedades
relacionadas con el estilo de vida. El equilibrio de la microbiota intestinal es
determinante para que el medio intestinal se encuentre en buenas condiciones y la
manipulacion de esta mediante prebidticos puede ayudar al buen mantenimiento
intestinal o a mejorar una enfermedad de este ambito (Kataoka, 2016).

En el contexto de nuestra microbiota, podemos encontrar bacterias, arqueas y
virus, cuyas relaciones con el hospedador van desde la simbiosis al parasitismo.
Estos microorganismos se pueden clasificar en dos grupos: los autéctonos, los
cuales pertenecen a la microbiota normal del individuo, y los aléctonos, aquellos que
no suelen formar parte de esa microbiota (Milani et al., 2017). Asi mismo, la
composicién de la microbiota intestinal dependera de factores como la dieta del
individuo, las interacciones entre los organismos que la componen y la genética del
propio individuo (Zhang et al., 2010).Los primeros microorganismos detectados tras
el nacimiento son Lactobacillus, probablemente por la exposicién al canal del parto,
posteriormente aparecen Bifidobacterium, Enterococcus y Escherichia coli por
exposicion al ambiente. Tras el destete, el intestino es colonizado por gran
diversidad de bacterias y la microbiota intestinal ya se empieza a asemejar a la
adulta (Kataoka, 2016).

El efecto de la dieta sobre la composicion de la microbiota intestinal es muy
importante, debido a la variacion en el tipo de nutrientes y la competencia por los
recursos de los distintos tipos bacterianos (Albenberg et al., 2014). El equilibrio

existente entre la microbiota intestinal y el hospedador se puede romper debido a



factores ambientales como infecciones, cambios en la composicion de dicha
microbiota o la dieta que se tenga y otros factores como la edad o el estilo de vida
(Sebastian Domingo y Sanchez Sanchez, 2018). Esta revision bibliografica se
centrara en el género bacteriano Enterococcus, asi como la dualidad implicita en su
naturaleza (Golob et al., 2019).

1.2. Geénero Enterococcus

Los enterococos son bacterias pertenecientes al grupo de las bacterias del
acido lactico. Se trata de un grupo muy heterogéneo de bacterias y cuyas
propiedades y variedad ha sido de gran interés para los investigadores, aunque han
ido cambiando a lo largo de las décadas (Garmasheva y Kovalenko, 2010). Son
bacterias gram positivas ovoides o esféricas cuyo patrén de crecimiento es en
parejas o en cadenas de longitud variable (Hardie y Whiley, 1997; Murray, 1990).
Suelen estar en el tracto gastrointestinal de animales de sangre caliente donde
desempeiian el papel de comensales, siendo los cocos Gram-positivos mas
abundantes en humanos (Tannock y Cook, 2002).

A diferencia del resto de bacterias pertenecientes al grupo de las bacterias del
acido lactico, el género Enterococcus no se considera “generalmente reconocido
como seguro” (GRAS). Esto es debido a la controvertida naturaleza de los
enterococos, los cuales son utiles en campos como la fermentacion de alimentos
pero a su vez son patdgenos oportunistas para los humanos (Ogier y Serror, 2008).

Al principio, este género fue clasificado dentro del género Streptococcus, pero
posteriormente y debido a estudios genéticos por hibridacion de ARN-ADN y ADN-
ADN se concluy6 que debian clasificarse en un nuevo género (Schleifer y Kilpper-
Balz, 1984). Para ello, se llevaron a cabo diferentes técnicas para poder
identificarlos de forma correcta, en especies y subespecies, como el ribotipado
(Moore et al., 2005), REP-PCR o BOX-PCR (Nayak et al., 2011), técnicas
electroforéticas en campo pulsado (Gordillo et al.,, 1993; Tenover et al.,, 1997) y
tipificacion de secuencias multilocus (MLST) (Ruiz-Garbajosa et al., 2007). Los
métodos basados en el fenotipo de los enterococos para diferenciarlos suponen un
problema, ya que la gran diversidad que estos presentan hace muy complicada esta
tarea (Devriese et al., 1993; Park et al., 1999).



1.3. Naturaleza dual del género Enterococcus

Las bacterias del género Enterococcus se distribuyen ampliamente en diferentes
ambientes, aunque se encuentran principalmente en el tracto gastrointestinal de
humanos y animales de sangre caliente, formando asi parte de su microbiota
intestinal (Murray, 1990). También pueden encontrarse en diversas comidas de
origen animal y vegetal debido a su extraordinaria capacidad para sobrevivir en
medios cuyas condiciones son bastante adversas y poseen propiedades
organolépticas Unicas que les confiere la utilidad de ser usados para fermentar
ciertas comidas donde, ademas, tienen un papel beneficioso (Murray, 1990; Muller et
al., 2001; Franz et al., 2003; Foulquié et al., 2006). Ademas, podemos destacar
como propiedades beneficiosas de este género la produccion de bacteriocinas (Reis
et al.,, 2012; Jouani et al.,, 2015) frente a bacterias patdgenas como Listeria
monocytogenes, Clostridium botulinum y Staphylococcus aureus, y que pueden ser
usadas en conservacion de comida y como probioticos (Franz et al., 1999; Franz et
al., 2011).

Su alto contenido en las heces humanas y animales los convierten también en
un perfecto indicador para valorar el estado de las aguas para consumo humano y
agricola (US Environmental Protection Agency, 2004; Wade, 2008), ya que su
presencia en dichas aguas indicaria una contaminacion fecal, convirtiéndose en un
riesgo para la salud (Cizek et al., 2008; Ma et al., 2007; Schoen et al., 2011; Tseng y
Jiang, 2012).

Si bien los enterococos poseen numerosas aplicaciones y efectos beneficiosos,
también son reconocidos como patégenos humanos (Golob et al., 2019). Estos
microorganismos son los principales patégenos que provocan enfermedades
nocosomiales, es decir, aquellas que afectan a las personas hospitalizadas durante
su estancia en el centro médico, transmitiéendose a través de comida contaminada o
por contacto con una persona infectada, provocando infecciones del tracto urinario y
heridas, bacteremia y endocarditis (Kayser, 2003; Franz et al., 2003; Franz et al.,
1999; Richards et al., 2000; Murray y Weinstock, 1999). Estos enterococos
causantes de enfermedades nocosomiales también poseen un punto de vista
econdémico ademas del claramente sanitario que es bastante interesante, pues este

género tiene un impacto en la economia ya que prolonga el tiempo de



hospitalizacion de los pacientes a los que afecta y provoca el empleo de
tratamientos meédicos adicionales sobre los mismos (Wenzel y Edmond, 2001).

Las complicaciones mencionadas anteriormente se deben a que tienen la
capacidad de pasar a través del epitelio intestinal intacto, invadiendo asi zonas fuera
de este y modificando su papel de comensales a patégenos (Wells et al., 1990). En
este sentido, cabe destacar a Enterococcus faecalis (90%) y Enterococcus faecium
(10%) dentro de este ambito por ser responsables de numerosas infecciones
nocosomiales (Murray, 1990; Jett et al., 1994; Jones et al. 2004). Originalmente, E.
faecalis era el principal agente causante de infecciones nosocomiales, pero en las
dltimas dos décadas, ha ocurrido justo lo contrario. La mayor parte de las
infecciones han sido provocadas por E. faecium, el cual tiene mayor facilidad para
volverse resistente frente a vancomicina y ampicilina que E. faecalis (Willems y
Schaik, 2009; Agudelo Higuita y Huycke, 2014). Sin embargo, otras especies como
E. durans, E. gallinarum, E. casseliflavus o E. raffinosus no han tenido la misma
relevancia desde el punto de vista médico y de la salud publica como causantes
directos de infecciones por enterococos (Ogier y Serror, 2008).

Los principales factores de riesgo que conducen a una infeccion por
enterococos son principalmente el tratamiento previo de infecciones con antibidticos,
la presencia de catéteres en el tracto urinario o vascular, las largas estancias en el
hospital y la mala praxis a la hora de aplicar las medidas de higiene basicas,
causando una mortalidad del 20-30% (Lucas et al., 1998; Caballero-Granado et al.,
2001; Lavigne et al., 2005).

1.4. Adquisicion de resistencia a antibidticos y factores de

virulencia

Los diferentes enterococos van evolucionando en la microbiota en funcion de la
dieta, la competencia por los recursos y la propia autorregulacion del organismo,
desarrollando asi mecanismos de defensa para protegerse de productos quimicos
(medicamentos) y proteinas perjudiciales. Dentro de estos mecanismos cabe
destacar la resistencia a antibiéticos y los factores de virulencia, los cuales afectan
en gran medida al hospedador pudiendo causarle graves infecciones (Sanchez et
al.,, 2019). La facilidad con la que los enterococos adquieren resistencia a los

antibioticos se debe a la transferencia horizontal de genes, dandoles asi una mayor



variabilidad genética y la posibilidad de aumentar su supervivencia en el tracto
intestinal (Golob et al., 2019). Poco a poco, los enterococos estan mostrando que
son resistentes a la mayoria de antibidticos usados para combatir infecciones
humanas (Hollenbeck y Rice, 2012).

Las bacterias pueden adquirir los factores de virulencia siguiendo diferentes
caminos. Los factores de virulencia estan codificados tanto por el genoma de la
bacteria como por los plasmidos que esta contenga, cuyo namero puede variar
desde 1 a varios cientos (Huguet, J. et al., 2002). Por tanto, los genes que poseen
pueden contribuir de forma directa o indirecta a la virulencia de la bacteria (Eaton y
Gasson, 2001; Franz et al., 1999, 2001, 2003; Kayser, 2003). Otra forma de adquirir
esta virulencia es a través de los intercambios de ADN con otras cepas bacterianas
por conjugacién, transposones y secuencias de insercién (Franz et al., 2007). El
hecho de que sean microorganismos comensales en el tracto intestinal hace dificil el
estudio de sus factores de virulencia, pues en ahi donde ocurren los fenémenos de
intercambio de ADN (Eaton y Gasson, 2001). Uno de estos factores de virulencia
mas estudiados es agg, se trata de una proteina de agregacion producida por el gen
agg. A través de esta proteina las bacterias pueden formar agregados, lo que facilita
los fendbmenos de transferencia de plasmidos que pueden llevar genes de virulencia
y resistencia a antibiéticos (Clewell, 1993); adherirse a otras células (epiteliales o
intestinales) y superar los mecanismos inmunoldgicos del hospedador (Tendolkar et
al., 2004). Otros factores de virulencia participan en resistencia a macréfagos,
adherencia a proteinas extracelulares de la matriz, evasion del sistema inmune y
dafio tisular (Gilmore et al., 2002; Tendolkar et al., 2003). Los mas importantes son
la gelatinasa (gelE), la citolisina (cylA), la proteina de superficie de enterococos
(esp), la hialuronidasa (hyl), la proteina de unién al coladgeno (ace), los antigeno de
endocarditis (efaA) y la dismutasa superéxido extracelular (Foulquié et al., 2006;
Vankerchoven et al., 2004; Barbosa et al., 2010; Ferguson et al., 2016). Se ha
demostrado que muchos de los genes de virulencia descritos estan involucrados en
el comienzo de enfermedades humanas o en el empeoramiento de los sintomas de

dichas enfermedades (Anderson et al., 2016).



Tabla 1.1 Genes de virulencia de E. faecalis y sus funciones (Ogier y Serror, 2007).

Gene Encoded factor Putative role Reference
Adhesins
agg Aggregation substance Adhesion and colonization Kreft et al. (1992), Rozdzinski et al. (2001)
Sartingen et al. (2000), Wells et al. (2000), Waters and Dunny (2001)
Resistance to host defense Rakita et al. (1999), Vanek et al. (1999), Sussmuth et al. (2000)
efaA E. faecalis antigen A Colonisation Singh et al. (1998a)
esp Enterococcal surface protein Adhesion and colonization Shankar et al. (2001)
ace Adhesin to collagen of E. faecalis Adhesion to ECM Nallapareddy et al. (2000)
Proteases
gelE Gelatinase Tissue damage Singh et al. (1998b)
sprE Serine protease Tissue damage Sifri et al. (2002)
Secreted factors
cylA-M Cytolysin/Hemolysin Tissue damage Ike et al. (1984), Jett et al. (1992)
gls24 Glucose starvation induced protein Persistence in the host Nannini et al. (2005)
Exopolysaccharides
cpsA-K Capsular polysaccharide Resistance to host defense Hancock and Gilmore (2002), Huebner et al. (2000),
Hufnagel et al. (2004)
epa Capsular polysaccharide nd® Xu et al. (2000)
Transcriptional regulator®
cylRI-R2 2 component peptide system cylA-M regulation Jett et al. (1992), Chow et al. (1993), Haas et al. (2002)
fsrd-C agr-like regulatory system gelE and sprE regulation Qin et al. (2000), Mylonakis et al. (2002)
Qin et al. (2001), Sifri et al. (2002)
etaRS OmpR-like 2 component system nd Teng et al. (2002)
hypR Hydrogen peroxide regulator Resistance to host defense Vemeuil et al. (2005a), Vemeuil et al. (2004)
perR Peroxide regulator nd Vemeuil et al. (2005b)

Los enterococos mas estudiados en esta problemética son E. faecium y E.
faecalis, pues son los que tienen un mayor impacto clinico. La resistencia de los
enterococos a las condiciones adversas tanto del intestino como de otros habitats,
les confiere un grado de resistencia a bajas concentraciones de distintos antibiéticos
tales como los B-lactdmicos o las quinolonas (Kacmaz y Aksoy, 2005). Ademas de
esta resistencia natural que poseen, han adquirido factores genéticos que los
convierten en resistentes a otros antibidticos (Endtz et al., 1999). El problema
principal son los enterococos resistentes a vancomicina, pues suponen un gran
problema a la hora de tratar las infecciones humanas, ya que este antibidtico se usa
como tratamiento de ultimo recurso en infecciones producidas por enterococos
resistentes a multiples antibidticos (Huycke et al., 1998).

El andlisis genético es crucial para determinar el potencial de virulencia que
poseen las distintas especies de enterococos, asi como para llevar a cabo la
trazabilidad de los distintos focos. Asi, por ejemplo, nos permite detectar una posible
zoonosis hacia el ser humano por contaminacion de carne fresca durante la matanza
del animal, pues se encuentran colonizando su intestino y puede suponer un grave

problema de salud (Poulsen et al., 2012; Hasan et al., 2018).




2. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Partimos de la hipétesis de que los enterococos son bacterias comensales de
nuestro intestino, pero que factores tanto intrinsecos como extrinsecos pueden
romper el equilibrio entre las poblaciones de este género y el hospedador dando
lugar a un cuadro clinico.

El objetivo principal seré:
- Descubrir los factores que alteran la relacion comensal entre el hospedador y
las poblaciones de enterococos intestinales.
Los objetivos especificos seran:
- Desentrafiar elementos de la relacion entre el hospedador y las poblaciones
de enterococos intestinales.
- Revisar formas de mantener la relacion beneficiosa entre la microbiota

intestinal y el hospedador.

3. MATERIAL Y METODOS

Esta revision bibliografica sobre enterococos intestinales se ha llevado a cabo
buscando informacién sobre el tema en cuestion usando la base de datos online
PubMed, donde estan recogidos los articulos cientificos usados para la elaboracion
de la memoria. De esta forma, filtrando rigurosamente la informaciéon encontrada
sobre la hipétesis de trabajo, se hallaron las claves necesarias para responder a los
objetivos e hipétesis propuestos. Los articulos analizados en el siguiente apartado
fueron encontrados mediante la modalidad de “filtrado avanzado” en el buscador de
PubMed, tal y como se expone a continuacion en detalle.

En primer lugar, se realiza una busqueda en PubMed restringiendo el filtro de
aflo de publicacion a los dos ultimos afios y se afladen las palabras clave
“enterococci”, “virulence”, “antibiotic resistance” y “diet”. Como resultado, aparecen
dos articulos, entre los cuales se escoge “Influence of the Type of Diet on the
Incidence of Pathogenic Factors and Antibiotic Resistance in Enterococci Isolated
from Faeces in Mice” (Sanchez et al., 2019), ya que el otro articulo habla de los
enterococos pero aislados en mariposas y por tanto, los resultados de este estudio
no son trasladables a lo que ocurre en mamiferos, pues son mas cercanos al
hombre que es lo que se busca en esta revision bibliografica. Ademas, escogemos

también el articulo “Prevalence of an Intestinal ST40 Enterococcus faecalis over



Other E. faecalis Strains in the Gut Environment of Mice Fed Different High Fat
Diets” (Sanchez et al., 2020), encontrado al revisar los articulos que habian citado al
anterior, ambos estan tan relacionados que es necesario hablar de los dos si se
analiza uno solo.

Se realiza una segunda busqueda mas amplia para encontrar mas variedad de
articulos referentes al tema en cuestion, para ello se elimina la palabra clave “diet” y
se mantienen las demas. En esta busqueda se realiza un analisis de los abstracts de
los articulos encontrados, seleccionando aquellos que traten sobre enterococos
intestinales o de alimentos y que no traten sobre cepas clinicas, ya que lo que se
buscan son cepas comensales que puedan volverse clinicas en el interior del
hospedador al romperse la relacibn de equilibrio con él. Con esta busqueda
aparecen cinco articulos, de los cuales, a través del andlisis de los abstracts
seleccionamos “Antimicrobial resistance and virulence genes in Enterococcus
faecium and Enterococcus faecalis from humans and retail red meat” (Golob et al.,
2019) y “Antimicrobial Resistance, Virulence Genes, and Biofilm Formation Capacity
Among Enterococcus species From Yaks in Aba Tibetan Autonomous Prefecture,
China” (Cui et al., 2020). El resto se descartan, puesto que tratan sobre cepas y
aislados clinicos o sobre otros microorganismos también como E. coli en animales
salvajes.

Las palabras clave de esta revision bibliografica son “enterococos”, “genes de
virulencia”, “resistencia a antibioticos”, “riesgo sanitario” y “salud humana”.

De acuerdo a la informacién encontrada, se elaboraran unos resultados que
recojan los aspectos mas importantes y que permitan responder a los objetivos e

hipétesis y, seguidamente, una discusion critica de los mismos.
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4. RESULTADOS

En este apartado se mostrara una ampliacion de los articulos encontrados en el
apartado “material y métodos” y que son de gran interés acerca del tema tratado en
esta revision bibliogréafica. Estos articulos son “Antimicrobial resistance and virulence
genes in Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis from humans and retail
red meat” (Golob et al., 2019), “Influence of the Type of Diet on the Incidence of
Pathogenic Factors and Antibiotic Resistance in Enterococci Isolated from Faeces in
Mice” (Sanchez et al.,, 2019), “Prevalence of an Intestinal ST40 Enterococcus
faecalis over Other E. faecalis Strains in the Gut Environment of Mice Fed Different
High Fat Diets” (Sanchez et al., 2020) y “Antimicrobial Resistance, Virulence Genes,
and Biofilm Formation Capacity Among Enterococcus species From Yaks in Aba
Tibetan Autonomous Prefecture, China” (Cui et al., 2020).

Se irdn desgranando los aspectos mas relevantes de estos articulos en relacion
a nuestra hipotesis, profundizando en los resultados y conclusiones que se
obtuvieron para posteriormente, realizar una discusion que englobe a todos ellos a

modo de aclaracion y resumen.

4.1. “Antimicrobial resistance and virulence genes in
Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis from

humans and retail red meat” (Golob et al., 2019)

En este articulo se realiza un proceso experimental para comprobar el grado de
resistencia a antibiéticos de dos especies del género Enterococcus (E. faecalis y E.
faecium), aislados tanto de muestras clinicas humanas como de carne roja vendida
al por menor en Eslovenia. Probaron un total de 12 antibidticos distintos sobre las
muestras aisladas de enterococos.

Ambas especies fueron clasificadas como resistentes o susceptibles de acuerdo
a los valores de corte del Comité Europeo de pruebas de sensibilidad a antibidticos
(EUCAST) y a las recomendaciones del laboratorio de referencia de resistencia a
antimicrobianos de Europa (EURL-AR) (EFSA y ECDC, 2019).
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Tabla 4.2. Resultados del test de resistencia a antibiéticos de 191 E. faecalis y 51 E. faecium aislados

de muestras clinicas humanas y carne roja vendida al por menor (Golob et al., 2019).

Human clinical specimens Red meat
Resistance No. of isolates [%] No. of isolates [%]
to no. of
antimicrobials Efs Efm Efs Efm
(n=71) (n=30) (n=120) (n=21)
6 1[1.4] 3[10.0] 0[0.0] 0[0.0]
5 4[5.6] 13 [43.3] 0[0.0] 0 [0.0]
4 4 [5.6] 3[10.0] 0[0.0] 0[0.0]
3 "12[16.9] 3[10.0] 2[1.7] 0 [0.0]
MDR 721 [29.6] 73 3] 2[1.7] 0[0.0]
2 "14[19.7] 3[10.0] 4[3.3] 1[4.8]
1 27 [38.0] 2[6.7] 39 [32.5] 2[9.5]
Susceptible 9[12.7] 3[10.0] 775 [62.5] 718 [85.7]
Total 101 141
Efs: Enterococcus faecalis: Efm: Enterococcus faecium: MDR: multidrug resistant.

Como se puede observar en las especies aisladas de muestras clinicas
humanas, solo un 11,9% fueron clasificadas como susceptibles a antibiéticos frente
a un 69,5% de susceptibilidad que presentaban las especies aisladas de la carne. La
gran mayoria de especies con resistencia a multiples antibioticos (MDR) para ambas
especies se encuentran dentro de las aisladas en muestras humanas, mientras que
en las de la carne apenas encontramos este fenotipo. Otro dato interesante es que
ambas especies tanto de muestras humanas como de carne son susceptibles a
daptomicina, linezolid, teicoplanin y vancomcina. Existe una fuerte conexién entre el
origen de la comida y las especies susceptibles aisladas.

Asi mismo, recopilaron datos sobre los genes que codifican factores de
virulencia en ambas especies, diferenciando entre los aislados de muestras clinicas

humanas y los de la carne roja para observar la comparativa.
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Tabla 4.3. Distintos genes codificantes de factores de virulencia presentes en 191 E. faecalis y 51 E.
faecium aislados de muestras clinicas humanas y carne roja vendida al por menor (Golob et al.,
2019).

Human clinical specimens Red meat
Virulence No. of 1solates [%] No. of isolates [%]
gene _ _ _ _
Efs Efm Ets Efm

ace 54 [76.1] 4[13.3] 92 [76.7] 0 [0.0]
asal ““46 [64.8] 2[6.7] 38 [31.7] 0[0.0]
cyld 732 [45.1] 2[6.7] 6 [5.0] 0[0.0]
efad 69 [97.2] 4[13.3] 115 [95.8] 0[0.0]
esp 751 [71.8] **21[70.0] 13 [10.8] 0[0.0]
gelE 763 [88.7] 2[6.7] 79 [65.8] 0 [0.0]
hyl 2[2.8] 16 [53.3] 0 [0.0] 0 [0.0]
Total 71 30 120 21

Efs: Enterococcus faecalis, Efm: Enterococcus faecium; ace: collagen-binding protein; asal: aggregation
substance; cyl4: cytolysin; efad: endocarditis antigen: esp: enterococcal surface protein; gelE: gelatinase; hyl:
hyaluronidase

Ninguno de los enterococos aislados presentaba todos los factores de virulencia
testados. En el caso de E. faecalis aislado de muestras humanas, en el 94,4% de los
casos presentaba varios genes codificantes de factores de virulencia y en los
aislados de la carne, en un 70% de los casos. Por otra parte, E. faecium aislado de
muestras humanas solamente presenta varios factores de virulencia simultaneos en
un 13,3% de los casos y en los aislados de la carne no se encontré ninguno que
poseyera genes de virulencia. E. faecium no es muy relevante en el ambito de
infecciones humanas, pero hay que considerarlo como una forma de transferencia
de genes de virulencia a otros enterococos que si son patdgenos. Por otro lado, E.
faecalis aislado de animales es considerado una amenaza para los humanos por si
mismo, pues los tipos son iguales a los aislados en pacientes con una bacteremia
por enterococos, carne, animales y muestras de heces humanas (Hammerum,
2012).
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Tabla 4.4. Patrones de genes de virulencia observados en E. faecalis y E. faecium aislados de

muestras clinicas humanas y de carne (Golob et al., 2019).

Human clinical specimens Red meat
Virulence No. of 1solates No. of 1solates
gene
pattern

E. faecalis E. faecium E. faecalis E. faecium

ace-asal-cylA-efad-esp-gelE 22 1 0 0
ace-asal-cylA-efad-gelE 2 0 1 0
ace-asal-efad-esp-gelE 2 0 0 0
ace-efad-asal-esp-cyl4 - 0 4 0
asal-cylA-efad-esp-gelE - 0 1 0
ace-asal-cyld-efad 0 1 0 0
ace-asal-efad-gelE 9 0 17 0
ace-efaA-esp-gelE 7 1 3 0
asal-efaA-esp-gelE 2 0 1 0
ace-asal-efad 0 0 9 0
ace-efaA-esp 1 1 0 0
ace-efad-gelE 7 0 39 0
asal-efaA-esp 1 0 0 0
asal-efaA-gelE 0 0 3 0
efad-esp-gelE 6 0 4 0
ace-efaA 0 0 19 0
asal-efad 0 0 1 0
asal-gelE 0 0 1 0
efad-gelE 2 0 8 0
esp-hyl 2 16 0 0
efad 0 0 5 0
esp 0 2 0 0
gelE 0 0 1 0
None 0 8 3 21
Total 71 30 120 21

Por ultimo, estos autores recogieron informacion sobre los patrones de genes de
virulencia que presentaban los distintos enterococos aislados. En E. faecalis
aislados de muestras humanas el patron mas comun es ace-asal-cylA-efaA-esp-
gelE, encontrado en el 31% de las muestras, un 73,3% de las muestras presentaban
4 o0 mas factores de virulencia simultdneamente frente a un 10% que presentaban E.
faecium. En el caso de las muestras aisladas de la carne, en el caso de E. faecium,
no se encuentra ningun factor de virulencia, pero en E. faecalis si, aunque con una
incidencia menor que en las muestras humanas, pues la mayoria presentan solo 3
factores de virulencia a la vez frente a los 6 que presentan mayoritariamente las

muestras humanas de esta especie.
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En conclusién, los autores tratan los resultados de la investigacion desde un
punto de vista positivo, pues todos los enterococos aislados eran sensibles a
daptomicina, linezolid, teicoplanin y vancomcina, junto a una mayor proporcion de
muestras sensibles a antibidticos y con menos factores de virulencia encontradas en
la carne frente a las obtenidas de muestras clinicas humanas. Sin embargo, los
patrones de genes de virulencia encontrados en los enterococos de la carne, no
fueron apenas encontrados en los que se encuentran en humanos, por tanto, la
carne puede ser considerada una fuente de E. faecalis virulentos. En el caso de E.

faecium, la carne no es un posible transmisor de individuos virulentos.

4.2. “Influence of the Type of Diet on the Incidence of
Pathogenic Factors and Antibiotic Resistance in
Enterococci Isolated from Faeces in Mice” (Sanchez et
al., 2019

En este articulo en el cual se trata de comparar una coleccion de 50
enterococos aislados de heces de ratones alimentados de forma distinta (dieta
estandar, dieta alta en grasas con aceite de oliva virgen extra, dieta alta en grasas
con aceite refinado y dieta alta en grasas con mantequilla). Las comparativas se
realizan a las 6 semanas y a las 12 semanas tras el comienzo de la dieta y se
compara la resistencia a antibiéticos que poseen en funcion de la dieta.

Las especies de enterococos se fueron aislando conforme progresaba el
ensayo, 12 especies al momento de comenzar, 18 mas a las 6 semanas y otras 20 a
las 12 semanas. Casi todas ellas fueron aisladas de las heces de ratones con dieta
alta en grasas con mantequilla (BT). Por el contrario, de las heces de ratones con
dieta alta en grasas con aceite de oliva (EVOO) apenas se aislaron especies. Las
especies mas frecuentemente aisladas fueron E. faecalis y E. casseliflavus.

A esas 50 cepas de enterococos aisladas se les hizo una RAPD-PCR, para
poder agruparlas segun la similitud existente entre ellas, lo que genero la una figura
en forma de arbol que agrupaba a las especies en 3 grupos principales. El grupo 1,
gue incluia solo 5 cepas todas ellas aisladas de ratones con dieta estandar (SD); el
grupo 2, con un 40% de las especies aisladas pertenecientes tanto a los ratones SD

como a los otros grupos en la semana 0; por ultimo el grupo 3, que incluia al resto
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de las especies (52%), la mayoria de ellas aisladas de ratones con dietas BT, EVOO
y ROO.

Tras eso, se llevo a cabo otro ciclo de PCRs especificas para identificar los
genes de virulencia de las cepas aisladas. De todas ellas, 36 presentaban al menos
un factor de virulencia, 6 eran positivas para dos factores de virulencia y solo una de
ellas era positiva para 3 factores de virulencia. Sin embargo, solo el gen esp alcanz6
el nUmero necesario de positivos para realizar un estudio estadistico. Este estudio
no produjo diferencias significativas en la presencia del gen esp entre los 4 tipos de
dietas por separado, pero al comparar la dieta estandar con el conjunto de dietas
altas en grasas, se deduce que los enterococos aislados de ratones SD apenas

presentan este gen virulento en comparacion con el resto de dietas.
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Figura 4.1. Grafico de barras del nimero de cepas con presencia (positivas) o ausencia (negativas)
del gen esp, distribuido entre las cuatro dietas; (a) Prueba exacta de Fisher (p = 0.0234) o entre
dietas SD y altas en grasas; (b) Prueba exacta de Fisher (p = 0,0037). SD: dieta estandar; BT, dieta
enriquecida con mantequilla; EVOO, dieta enriquecida con aceite oliva virgen extra; ROO, dieta

enriquecida con aceite de oliva refinado; F, todas las dietas altas en grasas (Sanchez et al., 2019).

Ademas de estos analisis, también se estudio si las especies aisladas contenian
genes codificantes de aminas bidgenas perjudiciales para la salud. El procedimiento
fue el mismo empleado para la deteccion de los genes de virulencia, mediante PCR.
Se obtuvo que al menos 29 especies dieron resultado positivo para para el gen que
codifica la tirosina descarboxilasa (tyr). Para la realizacién del andlisis estadistico, se
usaron solo las dietas de las cuales se aislaron cepas en las semanas 0, 6 y 12, con

el fin de obtener diferencias significativas (p<0,05), por lo que se descarto la dieta
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EVOO. Las cepas aisladas a las 12 semanas presentan un mayor porcentaje de
positivos para el gen tdc, mientras que las que se aislaron en la semana 0 apenas

presentan este gen.
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Figura 4.2. Grafico de barras del nimero de cepas con presencia (positivas) o ausencia (negativas)
del gen tdc, al comienzo o al final del experimento considerando cepas de todas las dietas; (a) Prueba
exacta de Fisher (p = 0,1362) o de todas las dietas excepto una enriquecida con aceite de oliva virgen
extra; (b) Prueba exacta de Fisher (p = 0,0968) (Sanchez et al., 2019).

Otro pardmetro estudiado fue la resistencia a antibiéticos presentada por las 50
especies aisladas a 50 antibioticos distintos. Las especies se clasificaron en
resistentes, resistencia intermedia o sensibles. El efecto de cada antibi6tico fue muy
distinto segun la cepa afectada, excepto en el caso de la kanamicina, norfloxacin y
levofloxacin para los cuales la mayoria de las especies eran sensibles. De las 50
especies, 31 fueron resistentes a 5 0 mas antibidticos, mientras que solamente 3
especies no presentaron ninguna resistencia. Tras el andlisis estadistico, se
concluyé que las especies aisladas de ratones SD presentaban una menor
resistencia que las especies aisladas de los ratones con dietas altas en grasas.

Por ultimo, se compard el crecimiento de las cepas aisladas de las heces de
ratones con las diferentes dietas en presencia de aceite de oliva virgen para ver las
diferencias mostradas en funcién de la alimentacion y la resistencia que estos
adquieren al aceite de oliva, conocido por su efecto antimicrobiano y comprobar si
este efecto era distinto entre oliva virgen y refinado. Cuando las cepas de las todas
las dietas se intentaron crecer en presencia de EVOO, se encontré una inhibicion
parcial del crecimiento en todas ellas, sin embargo en presencia de ROO se
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encontré una alternancia de cepas con crecimiento parcialmente inhibido y otras que
no. Es decir, habia menos inhibicion por ROO. A continuacién se muestra la grafica
resultante del analisis estadistico realizado a partir de los datos obtenidos, en la cual
se muestra ademas como en la dieta ROO es donde se encuentra la mayor tasa de
crecimiento bacteriano con respecto a las otras dietas. Es decir, las cepas de
enterococos aisladas de ratones alimentados con aceite de oliva refinado presentan

mayor resistencia a crecer en presencia de esta grasa.
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Figura 4.3. Gréficos de barras del nimero de cepas con crecimiento total o inhibicion parcial en
presencia de aceite de oliva refinado; (a) segun la dieta (prueba exacta de Fisher p = 0,0692); (b)
andlisis de datos emparejados de cepas aisladas de BT (Prueba de McNemar p = 0,0040), ROO
(prueba de McNemar p = 0,0019) y SD (prueba de McNemar p = 0,062).

SD: dieta estandar; BT, dieta enriquecida con mantequilla; EVOO, dieta enriquecida con aceite de

oliva virgen extra; ROO, dieta enriquecida con aceite de oliva refinado (Sanchez et al., 2019).

Para finalizar, los autores concluyen que las dietas altas en grasas favorecen la
presencia de especies virulentas, mejora la adaptacién al crecimiento de estas
especies en un ambiente alto en grasas e incrementa el nimero de resistencias a
antibioticos. Sin embargo, hay una excepcion, se trata de la dieta EVOO, pues el
aceite de oliva virgen extra muestra una dinamica diferente al resto de grasas
adicionadas debido a sus componentes que le confieren propiedades

antimicrobianas adicionales.
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4.3. “Prevalence of an Intestinal ST40 Enterococcus faecalis
over Other E. faecalis Strains in the Gut Environment of
Mice Fed Different High Fat Diets” (Sanchez et al., 2020)

Lo importante de este articulo es que es realmente una continuacion del articulo
expuesto anteriormente. En este caso, aprovechando los resultados del estudio
anterior, se aislé de las heces de los ratones 15 cepas distintas de E. faecalis y se
observé que al final del experimento, una sola de ellas (cepa ST40) es la Unica que
prevalecio en el intestino de estos animales.

Para averiguar el porqué de este hecho, se prosiguié con la investigacion y las
15 cepas de E. faecalis fueron analizadas usando un estudio metagendmico y
posteriormente un estudio protedmico. Los resultados obtenidos se compararon con
los recogidos en una base de datos de E. faecalis y se observé una clara diferencia,
pues estas cepas predominantes mostraron una mayor tasa de produccién de
sustancias antimicrobianas, una mayor proteccion frente a factores ambientales
como los xenobidticos, que son compuestos quimicos que no forman parte de la
composicién de los organismos vivos (Koppel et al., 2017), el estrés oxidativo y la
acumulacion de metabolitos. Por estas razones, esta cepa ha sido capaz de
imponerse al resto de cepas en el intestino de los ratones.

4.4, “Antimicrobial Resistance, Virulence Genes, and Biofilm
Formation Capacity Among Enterococcus species From
Yaks in Aba Tibetan Autonomous Prefecture, China” (Cui
et al. 2020)

El estudio realizado por estos investigadores se centrara en los yaks y la
poblacién tibetana de Aba en China, pues estas personas utilizan a los yaks como
principales productores de alimentos de primera necesidad como la carne y la leche.
A raiz de esta relacion entre los yaks y la poblacion tibetana de Aba, se plante6 el
estudio de los enterococos presentes en la microbiota de estos animales en cuanto a
factores como la resistencia a antibioticos, genes de virulencia y formaciéon de
biopeliculas. De esta forma, se intenté esclarecer si los yaks actlan como un
reservorio de enterococos patdgenos para los humanos o, por el contrario, no existe

ningun riesgo.
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Para ello, se recogieron las heces de yaks sanos de 37 granjas diferentes de
Aba y los enterococos aislados de ellas se clasificaron e identificaron atendiendo a
sus secuencias de rDNA 16S extraido y posteriormente secuenciado. Las especies
predominantes fueron E. faecalis (42,99%) y E. faecium (37,80%).

Los tests de resistencia a antimicrobianos se realizaron siguiendo las pautas del
CLSI (Instituto de estandares clinicos y de laboratorio). Tras testar los
antimicrobianos elegidos por los investigadores en las cepas aisladas de las heces,
se vio que presentaban una alta resistencia a rifampicina y tetraciclina mayormente,
y con menor frecuencia una resistencia a eritromicina, ciprofloxacina, cloranfenicol,
nitrofurantonina, penicilina y ampicilina. El patron de resistencia mas comunmente
encontrado fue a tetraciclina, eritromicina y rifampicina. En cuanto a especies, E.
faecium fue la que mas resistencia a antibiéticos presentd, con un 75,69% de
resistencias multiples, seguida de E. faecalis con un 68,13% de resistencias
multiples a los antimicrobianos testados.

A su vez, también se detectaron los genes de resistencia a antimicrobianos, en
total se hallaron 15 de ellos. El gen de resistencia con la tasa mas alta fue el gen
tetM, presente en el 54,07% de las cepas aisladas, involucrado en la resistencia a
tetraciclina. Otros genes con alta proporcion fueron tetL, que también interviene en la
resistencia a tetraciclina con una tasa de 45,14%, ermB que confiere resistencia a
eritromicina con una tasa de 30,45% y el gen cat que interviene en la resistencia al
cloranfenicol con una tasa de 25,98%. El resto de genes de resistencia a
antimicrobianos poseen tasas inferiores al 15%, lo cual significa que son muy poco
comunes en las cepas aisladas. Sin embargo, no se detectaron los genes de
resistencia a vancominicina ni a ciprofloxacina en las cepas correspondientes

resistentes a tales antimicrobianos.

20



Tabla 4.5. Distribucién de los genes de resistencia a antimicrobianos en los enterococos aislados de
las heces de yak (Cui et al., 2020).

Resistance genes  E. faecalis  E. faectum  E. hirae E.mundtii  E. durans  E. casseliflavus  E. gallmarum  E avium  No. (%) of isolate
N=160 N=144 N=37 N=20 N=6 N=3 N=1 N=1 Total no.
ermA 29 30 1 0 0 0 0 0 60 (15.75%)
ermB 73 37 5 0 0 0 1 0 116 (30.45%)
tetA. 10 13 0 0 0 0 1 1 25 (6.56%)
tefB 0 9 0 0 1 0 0 0 10 (2.62%)
tetM 116 78 8 2 1 0 0 1 206 (54.07%)
tefl 95 67 6 2 1 0 0 1 172 (45.14%)
cat 77 22 0 0 0 0 0 0 99 (25.98%)
qnrd 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gnrB 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gnrS 0 0 0 0 0 0 0 0 0
gepA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
optrA 10 5 0 0 0 0 0 0 15 (3.94%)
poxtA 0 1 0 0 0 0 0 0 1(0.26%)
vanA 0 0 0 0 0 0 0 0 0
vanB 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Una vez realizados los analisis anteriores, se procedio al andlisis de formacion
de biopeliculas por las cepas aisladas. Esta capacidad de formacion de biopeliculas
es importante, ya que representa una gran fuente de contaminacién en las industrias
de comida procesada y los enterococos aislados de la comida poseen esta
capacidad (Ch'ng et al., 2019; Igbinosa et al., 2019). Los resultados de este analisis
fueron que la mayoria de las cepas (67,45%) eran formadoras de biopeliculas.

El dltimo andlisis que los investigadores realizaron sobre estos aislados, fue la
prevalencia de los genes de virulencia. Los resultados que se obtuvieron indicaban
qgue el gen de virulencia mas comun entre las especies aisladas fue ace (64,57%),
seguido de ebpC (45,93%) y agg (42,52%). Solamente 3 aislados de E. faecalis
presentaban todos los genes de virulencia testados, por el contrario, todas de las
cepas de E. mundtii fueron negativas para todos los genes de virulencia testados.
Por tanto, E. faecalis es el que tiene una mayor potencial de virulencia y E. mundtii el
gue menos tiene.

Tras la realizacion y analisis de las pruebas expuestas anteriormente, los
investigadores llegaron a la conclusion de que al contrario de estudios anteriores en
estos animales, la proporcion de E. faecium fue ligeramente superior a la de E.
faecalis (De et al., 2019; De et al., 2018; Lei et al., 2019) y la de E. mundltii también
fue superior a la descrita en estudios previos (De et al., 2018; Kim et al., 2016;

Osman et al., 2019). Con estos cambios en las proporciones de los microorganismos
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encontrados, se afirma que la composicién de enterococos de la microbiota de los
yaks varia en funcion del ambiente en el que se encuentren. Ademas, se observo
una gran proporcion de enterococos resistentes a multiples antimicrobianos, lo cual
representa una seria amenaza para la salud publica y que debe ser tratada
urgentemente. A pesar de que algunos de los enterococos aislados no presentaban
genes de resistencia a algun antibidtico especifico, estos si que presentaron
resistencia. Un ejemplo seria E. faecalis, el cual no presenta genes de resistencia a
vancomicina pero si es resistente a ella, esto se debe a la capacidad que posee para

la formacion de biopeliculas.

5. DISCUSION

Los enterococos intestinales son microorganismos con una relacion de
comensalismo, localizados en el intestino de los mamiferos. Sin embargo, el
equilibrio en el que se encuentran se puede romper debido a factores como la edad,
el estilo de vida o factores ambientales (dieta, infecciones). En base a los datos
recogidos en los articulos seleccionados, se puede afirmar que los enterococos son
patdgenos importantes de origen comensal causantes de enfermedades
nosocomiales en pacientes con largas estancias en centros sanitarios, produciendo
infecciones mas o menos graves que pueden llevar a la muerte del paciente.

Uno de los factores mas importantes a tener en cuenta cuando se habla de
composicién de la microbiota intestinal es la dieta. Una dieta saludable y equilibrada
puede favorecer que en el intestino se encuentren enterococos beneficiosos para el
organismo. Por el contrario, una dieta alta en grasas se ha comprobado que influye
notablemente en la aparicion de enterococos virulentos y por consiguiente, la
aparicion de cuadros clinicos en el hospedador como se afirma en “Influence of the
Type of Diet on the Incidence of Pathogenic Factors and Antibiotic Resistance in
Enterococci Isolated from Faeces in Mice” (Sanchez et al., 2019). La forma de
mantener la relacion beneficiosa con la microbiota intestinal es llevar un estilo de
vida saludable, con una dieta equilibrada y ejercicio para prevenir de esta forma la
aparicion de infecciones o cambios en la microbiota debido a los nutrientes que
puedan romper el equilibrio.

La principal problematica de las infecciones causadas por estos

microorganismos se debe a la facilidad con la que adquieren multiples resistencias a
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antibiéticos y factores de virulencia debido a los fenbmenos de conjugacion vy
transferencia de material genético de unos a otros, pudiendo ademas atravesar la
membrana intacta del intestino y dar lugar a una infeccion grave. Ademas, poseen
una alta capacidad de resistencia al medio en el que viven y estan adaptados a un
medio tan hostil como lo es el tracto gastrointestinal.

La naturaleza dual de los enterococos es bien sabida y se destaca en muchos
de los estudios realizados en torno a ellos. Por un lado, son importantes patdogenos
de humanos como se ha indicado antes, pero por otro lado son un importante
componente de la microbiota intestinal pues tiene un papel muy relevante en el
funcionamiento general del organismo, funciones metabdlicas, nutricionales y
moduladoras de la inmunidad. Aparte de esto, son ampliamente usados en la
industria alimenticia para la elaboracién de productos fermentados. Es por ello que
se ha indagado sobre la posibilidad de que los enterococos presentes en la comida
puedan ser reservorios de cepas patdégenas o que puedan transferir genes de
resistencia a los enterococos de nuestro intestino al ingerir dicho alimento. Segun los
estudios realizados, se indica una nula incidencia de los enterococos presentes en la
comida, pues no se ha podido confirmar que estuviesen implicados en infecciones
causadas por ellos mismos, ademas su vulnerabilidad a los antibiéticos es mucho
mayor que la de los enterococos presentes en el intestino. Asi mismo, los propios
animales pueden actuar como reservorios de enterococos virulentos y con mdaltiples
resistencias a antibiéticos (MDR) si no se controla el uso excesivo de antibiéticos
sobre los mismos, tal y como se refleja en los articulos analizados “Antimicrobial
resistance and virulence genes in Enterococcus faecium and Enterococcus faecalis
from humans and retail red meat” (Golob et al., 2019) y “Antimicrobial Resistance,
Virulence Genes, and Biofilm Formation Capacity Among Enterococcus species
From Yaks in Aba Tibetan Autonomous Prefecture, China” (Cui et al. 2020)

Sin embargo, no hay que dejar este tema a un lado, se debe continuar
investigando sobre estos microorganismos y su implicacion en las infecciones
humanas, sobre todo en aquellos presentes en los alimentos, pues el no haber
encontrado evidencias de que sean patdgenos para nosotros no significa que nunca
puedan convertirse en importantes reservorios de genes de resistencia a antibidticos
y dar lugar a cepas patdgenas. Por tanto, las lineas de investigacion proximas

deberan continuar esclareciendo los datos que aun no se han podido confirmar,
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como la distincion entre enterococos patdgenos y beneficiosos y el conocimiento

sobre sus mecanismos de patogenicidad.

6. CONCLUSIONES

En base a los objetivos propuestos anteriormente y tras el analisis de los

articulos cientificos expuestos, las conclusiones son:

Ciertos alimentos, como la carne roja, pueden actuar como reservorios de
enterococos patdgenos para la poblacion, pero estos son sensibles a diversos
antibidticos.

El equilibrio entre los enterococos intestinales y el huésped se puede romper
debido a la edad o factores ambientales como la dieta o infecciones.

El tipo de dieta influye en si los enterococos presentes en el tracto
gastrointestinal son virulentos o no. De hecho, las dietas altas en grasas
parecen favorecer la presencia de enterococos virulentos en el intestino.

Las dietas altas en grasa se han relacionado también con mayor resistencia a
antibioticos en los enterococos intestinales

El uso descontrolado de antibidticos puede provocar el surgimiento de
enterococos MDR (resistentes a multiples antibiéticos) en animales, actuando
estos como reservorios de estos microorganismos y pudiendo transferirlos a

los humanos a través de la cadena alimenticia.
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