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Resumen: Enterococcus spp. es un género intrinsecamente resistente a varias familias de antimicrobianos de uso clinico humano. En vista
de su dificil tratamiento cuando causa infecciones graves y su facil diseminacion a través de la cadena alimentaria, se determiné el perfil
de susceptibilidad de cepas de Enterococcus spp. aisladas en animales destinados al consumo humano, criados en los estados Anzoategui
y Monagas. Las muestras fueron recolectadas de forma no probabilistica, intencional durante el afio 2009. El perfil de susceptibilidad fue
realizado por la prueba de difusion en disco para glicopéptidos, aminoglucésidos de alta carga, eritromicina, cloranfenicol, ciprofloxacina,
rifampicina y ampicilina. Por ser vancomicina uno de los antimicrobianos de mayor uso en medicina humana, se hizo la busqueda de alto
nivel de resistencia a glicopéptidos en todas las cepas. La mayoria de los aislados fueron enterococos moéviles (vanC). Los antimicrobianos
con mayor resistencia fueron aminoglucésidos y macrélidos. La deteccion de cepas bacterianas resistentes a antimicrobianos de uso clinico
humano, en los animales de consumo humano, pudiera traducirse en una transmision alimenticia de este tipo de cepas en el ambiente
extrahospitalario, llegando a causar, bajo circunstancias apropiadas, infecciones graves en el hombre ya que son patdégenos oportunistas.
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Susceptibility profile of Enterococcus spp. strains isolated from animals destined for
human consumption, raised at Monagas and Anzoategui States

Abstract: Enterococcus spp. is a genus intrinsically resistant to several antimicrobial families clinically used in humans. Due to their
difficult treatment when they produce serious infections and their easy dissemination through the food chain, the susceptibility profile of
Enterococcus spp. strains isolated from animals destined for human consumption raised at Monagas and Anzoategui States was determined.
Samples were collected in a intentionally non-probabilistic form during the year 2009. The susceptibility profile was done using the disk
diffusion test for glycopeptides, high charge aminoglycosides, erythromycin, chloramphenicol, cyprofloxacin, rifampicin and ampicillin.
Since vancomycin is one the antimicrobials most used in human medicine, the high resistance level to glycopeptides was determined for
all strains. Most of the isolates were mobile enterococci (vanC). The most resistant antimicrobials were aminoglycosides and macrolids.
The detection of bacterial strains resistant to antimicrobials clinically used in humans in animals destined for human consumption could
be translated into an a food transmission of these type of strains in extra-hospital environments, leading to originate, under appropriate
circumstances, serious infections in man, since they are opportunistic pathogens.
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Introduccion Los antimicrobianos con fines terapéuticos se consumen

a dosis relativamente elevadas durante cortos periodos,

El uso de antimicrobianos en la industria agroalimentaria
ha generado muchas interrogantes, por lo que en los
ultimos afios del siglo pasado, varias publicaciones refieren
el impacto que tiene su utilizacién en animales, en el
desarrollo de bacterias resistentes de interés clinico [1].

pero existe la modalidad de emplearlos como promotores
de crecimiento animal (PCA) y su uso es durante toda la
vida del animal. Es conveniente revisar el impacto de su
uso, el efecto residual en los productos de origen animal,
las politicas de reglamentacion, control y vigilancia en
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diferentes sectores de la cadena alimenticia, con el fin de
garantizar productos de calidad para el consumidor final
[2]. La presion ejercida por los antimicrobianos sobre la
microbiota intestinal de los animales en términos de mg/kg/
afio, podria ser de mas de 10 veces que la ejercida por los
antimicrobianos en los humanos; la presion de seleccion de
cepas resistentes es alta teniendo en cuenta las bajas dosis
administradas [3].

Los residuos de antimicrobianos (RA) presentes en los
productos de origen animal, son el resultado de su alta in-
gesta durante la alimentacion como PCA y los suministrados
por metafilaxia o para tratamiento de animales clinicamente
enfermos. Se definen los RA como sustancias farmacologi-
camente activas (principio activo, metabolitos o excipien-
tes), presentes en los liquidos y/o tejidos animales después
de la administracion de medicamentos y susceptibles de ser
encontrados en la carne o los productos alimenticios [2].
Su presencia tanto en el animal como en el humano que los
ingiere, tiene consecuencias ecologicas importantes sobre
la microbiota bacteriana comensal o saprofita. Al verse dis-
minuida la microbiota bacteriana, se debilita la barrera eco-
logica intestinal, la cual evita que las bacterias patdgenas
colonicen, se instalen y produzcan cuadros diarreicos im-
portantes; al romperse el equilibro intestinal, los patdgenos
oportunistas aprovechan para ocasionar trastornos digesti-
vos [4]. La resistencia bacteriana se genera, en la poblacion
existente, en el sistema digestivo tanto de animales como de
humanos, por ser uno de los ecosistemas mas grandes del
cuerpo. La presion selectiva del antimicrobiano, favorece
que las bacterias con mutaciones naturales persistan en su
presencia, o que sean capaces de adquirir mecanismos de
resistencia a través de elementos genéticos moviles presen-
tes en el medio. Su condicion de saproéfitas, no representaria
ningun problema, pero, en pacientes inmunodeprimidos, las
infecciones oportunistas ocasionadas por estas bacterias re-
sistentes son de dificil tratamiento [5]. En vista de que En-
terococcus spp. es un habitante del tracto gastrointestinal,
tanto de humanos como de animales, y que a través de las
aguas negras no tratadas se elimina al ambiente, se deci-
di6 estudiar el perfil de susceptibilidad a antimicrobianos
de uso clinico en humanos, en cepas aisladas de animales
destinados al consumo, criados en el oriente del pais.

Materiales y métodos

Poblacion y muestra: El estudio prospectivo se realizé en
haciendas y avicolas de los estados Anzoategui y Monagas.
Se muestrearon diferentes ganados (bovino, ovino, caprino
y porcino) y aves de corral (pollos) bajo condiciones
apropiadas de cuidado y mantenimiento y con personal
calificado para tal fin. Durante los meses de abril y junio
de 2009, a 78 ejemplares de ganado bovino, 66 de aves
de corral, 10 de ganado caprino, 11 de ganado ovino y 15
ejemplares porcinos, se les realizdo la toma de muestras
mediante hisopados rectales. Las muestras fueron colocadas
en medio de transporte Stuart para luego remitirlas al
laboratorio. El muestreo fue, intencional no probabilistico.

Al inicio de la recoleccion de las muestras del ganado y
las aves de corral fue aplicada una encuesta a los capataces
de las haciendas y avicolas, quienes manifestaron no utilizar
antimicrobianos en los animales sino en caso de presentarse
algun proceso infeccioso.

Prueba de cribado de vancomicina: Las muestras fueron
sembradas en agar Enterococcus (DIDACTA), en presencia
y ausencia de 6 pg'mL"' de vancomicina e incubadas por
24-72 h a 35 °C. A todas las colonias caracteristicas de
Enterococcus spp. se les realizo la coloracion de Gram, la
prueba de la catalasa y se guardaron a -80 °C. E. faecalis
V583 (genotipo vanB) fue la cepa utilizada como control
positivo para el cribado de vancomicina.

Identificacion molecular de la especie y genotipos de
resistencia a glicopéptidos: Las colonias de Enterococcus
spp. se identificaron a nivel de especie y se amplificaron
las ligasas de resistencia mediante reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) [6]. Las cepas de control de calidad
fueron E. faecium BM4147 (vanA), E. faecalis V583 (vanB),
E. gallinarum (vanC1).

Determinacion fenotipica del perfil de susceptibilidad: Los
patrones de sensibilidad de Enterococcus se determinaron
segun las normas establecidas por el Manual M100-S19 del
Instituto de Estandares Clinicos y de Laboratorios, CLSI
[7]. Se probaron los discos de vancomicina, teicoplanina,
gentamicina y estreptomicina de alta carga, eritromicina,
cloranfenicol, ciprofloxacina, rifampicina y ampicilina. La
concentracion minima inhibitoria (CMI) se determino por
el método de dilucion estandar del CLSI en agar Miieller-
Hinton. Fueron utilizadas como controles las cepas de
E. faecalis ATCC29212 (control negativo, sensible a
vancomicina) y E. faecium BM4147 (control positivo de
resistencia).

Analisis estadistico: Los resultados de esta investigacion de
tipo descriptivo se presentan en tablas y figura.

Resultados y discusion

Especies predominantes colonizantes: En este estudio,
utilizando el agar Enterococcus enriquecido con 6 pg-mL!
de vancomicina se analizaron 180 hisopados rectales de
animales de granja que no usaban técnicas de produccion
intensiva, para recuperar de forma selectiva las cepas de
Enterococcus spp. presentes. El 82% del ganado ovino y
el 97% de las aves de corral estaban colonizadas con E.
gallinarum (Tabla 1). En total, 107 cepas fueron vanCl y
63 vanC2, no se detectaron cepas portadoras de operones
vanA, vanB ni vanD. En Brasilia, Brasil, utilizando caldo
enterococcosel suplementado con 8 pug-mL"' de vancomicina,
incubados por 48 horas a 35 °C, de 47 cepas animales, solo
detectaron por PCR las cepas de enterococos moviles [8]. La
mayoria de los estudios de vigilancia realizados con medios
selectivos para enterococos resistentes a glicopéptidos
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Tabla 1. Especies de Enterococcus spp. aisladas en el cribado de
vancomicina de acuerdo al tipo de especie animal analizada. Estados
Anzoategui y Monagas, Venezuela. Abril y junio de 2009.

Esnecic Bovino Ovino Caprino  Porcino i‘frsrﬁe
b T R (O I (O B

E. gallinarum 709 9(82) 9(90) 13(87) 69 (97)

E. casselifavus 59 (76) ~ — 1(10)  2(13)  1(L5)
E. faecium — — — — 1(1.5)
NC 12(15 2(18)  — — —

TC 66(84) 9(82) 10(100) 15(100) 71 (100)

NC: no colonizados. TC: total colonizados.

(ERG) aislan especies intrinsecamente resistentes, es
decir, cepas de enterococos méviles, como E. gallinarum,
E. casseliflavus/flavescens las cuales no revisten ninguna
importancia clinica, a menos que adquieran mecanismos de
resistencia como los fenotipos VanA o VanB.

Determinacion fenotipica del perfil de susceptibilidad:
Se estudiaron los perfiles de susceptibilidad a los
antimicrobianos de uso clinico humano para tratar
infecciones graves causadas por Enterococcus spp., ya que
la diseminacion de bacterias resistentes o sus determinantes
de resistencia ocurre a través de la cadena alimenticia [9].
El tratamiento de eleccién en pacientes con infecciones
por E. faecium o E. faecalis es la terapia combinada de un
antimicrobiano inhibidor de la pared conjuntamente con
un inhibidor de la sintesis de proteinas. En la figura 1 se
observan los antibiotipos de las cepas aisladas con altos
niveles de resistencia (67%). Las cepas provenientes de
ganado porcino y aves de corral fueron las que presentaron
resistencia a varias familias de antimicrobianos (Tabla 2).
Enesteestudioseaislaron 189 cepas de enterococos, apartir
de 180 muestras tomadas por hisopado rectal; se analizaron
171, eliminando los dobles. Se congelaron 142 enterococos
obtenidos en el medio sin vancomicina (6 ugmL") y 47
Enterococcus capaces de crecer en presenciade vancomicina,
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Figura 1. Antibiotipos de resistencia de las cepas de Enterococcus spp.
aisladas de hisopados rectales. Estados Anzoategui y Monagas, Venezuela.
Abril y junio de 2009. AMP: ampicilina, CIP: ciprofloxacina, CL:
cloranfenicol, ERY: eritromicina, GM: gentamicina de alta carga. STR:
estreptomicina de alta carga, RIF: rifampicina.

Tabla 2. Prevalencia de la resistencia a los antimicrobianos, por el método
de Kirby-Bauer, de las cepas de Enterococcus spp. aisladas de hisopados
rectales, obtenidos de distintos animales destinados a consumo humano.
Estados Anzoategui y Monagas, Venezuela. Abril y junio de 2009.

Cantidad
anad de cepas
ganado 1 cterianas VA TC AMP GEM STR CL ERY

. . . . o
Tipo de Perfil de resistencia a antimicrobianos (%)

Bovino 66 7 - - - - = !
?(:/risl 1de 71 — — 8 18 42 32 84
Caprino 10 - - - - 10 - 10
Ovino 9 - - - - - - 18
Porcino 15 - - 27 - 47 7 40

VA: vancomicina, TC: teicoplanina, AMP: ampicilina, GEM: gentamicina
de alta carga, STR: estreptomicina de alta carga, CL: cloranfenicol, ERY:
eritromicina.

lo cual representa 26% de posibles enterococos resistentes a
glicopéptidos. E. faecalis y E. faecium se encuentran tanto
en heces humanas como animales, siendo, este ultimo, el
indicador mas importante, por ser considerado el reservorio
de genes de resistencia mas significativo en las clases de
antimicrobianos anti grampositivos usados como PCA y
como agentes terapéuticos en humanos [10].

Las CMIs de vancomicina de este estudio estuvieron
distribuidas en un rango de 0.5 a 16 mg-L"". La CMI modal
de las cepas estudiadas fue 8 mg-L!. Se obtuvo un solo
genotipo (vanC) con dos subtipos (vanCl y vanC?2) en el
total de cepas aisladas. No se evidenci6, en ninguna de
las cepas, genotipos de alto riesgo epidemiologico como
vanA, vanB ni vanD. En Venezuela no hay reportes de que
se utilice avoparcina para la cria de animales. En Nueva
Zelanda han reportado animales colonizados con cepas de
ERG en ausencia de este antimicrobiano [11], lo cual sugiere
que la presion selectiva del mismo no es prerrequisito para
el mantenimiento de ERG en la filial aviar.

Se ha demostrado que ERG aislados de la filial porcina
pertenecen a una misma cepa que se disemina entre la
poblacién aviar y que los genes que codifican resistencia
a glicopéptidos y macrolidos se encuentran en el mismo
plasmido, sugiriendo, que la presencia de este tipo de cepas
pudo haber sido mantenida por la coseleccion del uso del
macroélido tilosina [12]. No obstante, en este estudio hay una
alta tasa de resistencia a macroélidos (84%) en cepas aisladas
de aves de corral (Tabla 2), lo cual pudiese generar una
alarma para la aparicién de cepas animales con resistencia
a glicopéptidos, sugiriéndose la necesidad de estudios de
vigilancia epidemioldgica de la resistencia bacteriana en
cepas de origen animal en Venezuela.

La industria porcina utiliza un estimado de mas de
163 millones de dodlares en antimicrobianos, tales como
ampicilina,  eritromicina, bacitracina, lincomicina,
virginiamicina y tetraciclina. Todos estan aprobados para
su uso como PCA en Estados Unidos, excepto avoparcina,
un glicopéptido ampliamente utilizado en Europa. Estos
reportes concuerdan perfectamente con hallazgos de
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bacterias resistentes en haciendas porcinas [13].

En este estudio las cepas aviares presentaron alto nivel
de resistencia a ambos aminoglucosidos; el mas afectado
fue estreptomicina (Tabla 2). En una investigacion
realizada en Argentina, se muestrearon 50 ejemplares de
bovinos, ovinos, equinos, porcinos, aviares y caninos. Las
cepas de enterococos fueron sensibles a la mayoria de los
antimicrobianos probados; las provenientes de ejemplares
porcinos y aviares fueron las que presentaron altos niveles
de resistencia a tetraciclinas y macrolidos. En Argentina las
cepas con alto nivel de resistencia a gentamicina no superan
el 6% [14]. De los aislamientos de animales de granja, el 2%
de las cepas fueron resistentes inicamente a estreptomicina;
las cepas de fuentes veterinarias, presentaron resistencia
a estreptomicina (7%) o a gentamicina (11%), pero no a
ambos de forma simultanea, como fue el caso en las cepas
provenientes de Anzoategui y Monagas (Figura 1). La
enzima bifuncional AAC(6”)-APH(2”), crea alto nivel de
resistencia a gentamicina [15]. Esta resistencia puede estar
en plasmidos y ser transferida in vivo [16]. La resistencia a
estreptomicina puede ser debido a la presencia de la enzima
ANT(6) o a mutaciones ribosoémicas [17].

El uso de apramicina, higromicina y neomicina, todos
aminoglucoésidos, esta aprobado por la FDA (Administracion
de Drogas y Alimentos) como PCAy en medicina veterinaria.
En un estudio realizado en Detroit, Estados Unidos, se
muestrearon por un periodo de 6 afos, 36 ejemplares de
ganado bovino, 18 de ganado porcino y 21 de aves de corral
[18]. Las cepas de E. faecalis aisladas del ganado bovino,
fueron resistentes a gentamicina (24%), asi como las de
ganado porcino (37%), pollos (32%) y pavos (29%). La
resistencia bacteriana fue comun entre los aislamientos de
origen animal tanto de granjas que usan antimicrobianos,
como en las que no usan, aunque en estas Ultimas, la tasa de
resistencia era mucho menor [18]. Esto trae consecuencias
en el tratamiento refractario antimicrobiano, ya que tanto
los aminoglucosidos, como las quinolonas se utilizan en
clinica humana.

Como se puede apreciar en el perfil de susceptibilidad de
las cepas aisladas de animales en haciendas y avicolas de
los estados Anzoategui y Monagas, las que presentaron altas
tasas de resistencia fueron las recuperadas de aves de corral,
seguidas por las de ganado porcino; animales alimentados
con PCA para aumentar su eficiencia productiva. Es
necesario tomar medidas para que este tipo de habito
alimenticio sea prohibido, en aras de eliminar la presion
selectiva antibidtica en la vida del animal, la cual genera
la aparicion y seleccion de bacterias resistentes que luego
pudieran ser transmitidas al humano a través de la cadena
alimenticia.

Conclusion

La presencia de enterococos resistentes a antimicrobianos
de uso clinico humano, en animales destinados a consumo
humano, demostrada en este estudio, representa un peligro
para la salud, por la posible transmision al hombre a través

de la cadena alimentaria.
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