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RESUMEN

Los enterococos son microorganismos que se encuentran ampliamente
distribuidos en el medio ambiente. Forman parte de la microbiota habitual del
tracto gastro-intestinal del hombre, de los animales y de los productos de ese
origen. En la actualidad, se considera que el género Enterococcus presenta un
comportamiento  dual. Existe documentacién sobre las propiedades
biotecnologicas de estos microorganismos como la existencia de enterocoocos
que se comportan como biopreservantes o como probiéticos. Sin embargo, a lo
largo de las ultimas décadas estas bacterias han sido reconocidas con frecuencia
creciente como patégenos oportunistas vinculados con la produccion de cuadros
infecciosos en los seres humanos. Asimismo, se ha comprobado que los
enterococos presentan resistencia a un amplio nUmero de antimicrobianos. A la
resistencia natural o propia de las especies se agrega la resistencia adquirida que
posibilita la diseminacidén y generacion de reservorios de enterococos resistentes a
los antimicrobianos. Asimismo, se ha detectado en enterococos la presencia de
diversos compuestos denominados factores de virulencia, que contribuyen con la
patogenicidad de estos microorganismos en las distintas etapas del proceso
infeccioso. Dentro del género Enterococcus las especies mas frecuentes son E.
faecalis y E. faecium en muestras de origen humano como en alimentos de origen
animal. Otras especies han sido aisladas con menor frecuencia tales comoE.
avium, E. durans, E. gallinarum, E. hirae y E. raffinosus. Estudios previos han
comunicado que los enterococos recuperados de origen animal son capaces de
presentar resistencia a multiples antimicrobianos utilizados en Medicina Humana
como en Medicina Veterinaria, como los enterococos resistentes a glucopéptidos,
con alto nivel de resistencia a los aminolgucésidos o ampicilino-resistentes. Se ha
demostrado en aislamientos de origen carnico y lacteo la produccion de factores
de virulencia tales como gelatinasa, hemolisina y Sustancia Agregativa. En
Argentina, se ha comunicado la colonizacién o infecciones severas causadas por
enterococos multi-resistentes a los antimicrobianos. Sin embargo, es escasa la
documentacion sobre la expresién de resistencia antimicrobiana y/o de factores

relacionados con la patogenicidad por parte de enterococos recuperados de



alimentos de origen animal, carnicos o lacteos. En el Centro de la Provincia de
Buenos Aires existe un area rural, incluyendo al Partido de Tandil, en la cual
tienen gran relevancia la produccion, consumo y comercializacién de alimentos de
origen animal (carnicos, lacteos) elaborados artesanalmente. Sin embargo, hasta
el momento no se contaba con informacidén sobre la prevalencia de enterococos

resistentes a los antimicrobianos y que expresaran factores de virulencia.

El objetivo general de esta investigacion fue caracterizar fenotipicamente y
determinar el perfil de resistencia in vitro de especies de enterococos aislados de
alimentos de origen animal provenientes de un &rea rural del Centro de la

Provincia de Buenos Aires, Argentina.

Durante el periodo 2009-2012 se analizaron N = 1937 muestras de carne picada
(n=1080), salamines artesanales (n = 642), quesos de vaca (n = 119), quesos de
cabra (n = 42), leche de cabra (n = 30) y queso de oveja (n = 24). En una primera
etapa se aislaron y caracterizaron fenotipicamente a nivel de especie, enterococos
recuperados de alimentos de origen carnico y lacteo elaborados en un area rural
del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. Se recuperaron 252
enterococos de alimentos carnicos y lacteos. E. faecalis (65,5%), E. faecium
(32,1%), E. raffinosus (0,8%), E. avium (0,4%), E. durans (0,4%), E. gallinarum
(0,4%) y E. hirae (0,4%). Se observd una mayor frecuencia de recuperacién de
enterococos en alimentos carnicos (59,1%) que en productos lacteos (40,9%). En
las dos especies de enterococos mas prevalentes se observd un comportamiento
divergente pues un mayor numero de E. faecalis se aisldé de alimentos carnicos
(81,8%) aunque se observé una mayor frecuencia de recuperacion de E. faecium
en productos lacteos (82,7%). Los aislamientos no tipificados como pertenecientes
a estas especies fueron aislados en su totalidad de muestras de origen lacteo.

La caracterizacién fenotipica a nivel de especie se realizd mediante pruebas
bioquimicas convencionales. Sin embargo, también se utilizé6 una metodologia que
no se basa en la expresion de caracteristicas fisiologicas, las cuales pueden
presentar frecuencias variables incluso a nivel intra-especie. Se recurri6 al analisis

de perfiles proteicos totales mediante electroforesis vertical en gel de



poliacrilamida, que ha sido ampliamente utilizada y validada para aislamientos

clinicos de enterococos aunque con escasa aplicacién en los de origen ambiental.

En una segunda etapa se detecto la expresion de distintos factores de virulencia
en los enterococos recuperados de alimentos de origen animal. El 28,5% de los
aislamientos fue productor de factores de virulencia, recuperados de productos
carnicos (68,1%) y lacteos (31,9%). El 18,5% de los enterococos aislados expreso
un factor de virulencia mientras que el 10,0% fue positivo para dos o tres factores
de virulencia. En 24/252 aislamientos se observé la expresion de hemolisina,
principalmente en enterococos recuperados de alimentos carnicos (83,3%) aunque
también en productos lacteos (16,7%). A nivel de especie se observd un mayor
numero de E. faecalis positivos para hemolisina (n = 23) y en menor cantidad para
E. faecium (n = 1). Los aislamientos que expresaron hemolisina fueron
recuperados de carne picada (n = 13), salamin (n= 7), queso de vaca (n=3) y
queso de oveja (n = 1). Los enterococos de leche y queso de cabra no fueron
productores de hemolisina. En 43/252 enterococos recuperados de productos
carnicos (65,1%) y lacteos (34,9%) se observé la produccion de gelatinasa. Este
factor de virulencia se detect6é en E. faecalis (n = 38), E. faecium (n= 1), E. hirae
(n = 1) y E. raffinosus (n = 1). Los aislamientos gelatinasa-positivos fueron
recuperados de carne picada (n = 19), salamin artesanal (n = 9), leche de cabra (n
=4), queso de vaca (n = 7) y queso de oveja (n = 4). No se detecto la expresion de
este factor de virulencia en enterococos de queso de cabra. La producciéon de
Sustancia Agregativa fue detectada en el 13,1% de los enterococos recuperados
de alimentos carnicos (60,6%) y lacteos (39,4%). los aislamientos productores de
Sustancia Agregativa fueron caracterizados como E. faecalis (87,9%) y como E.
faecium (12,1%). Los enterococos tipificados como pertenecientes a las otras
especies no expresaron Sustancia Agregativa. Los aislamientos fueron
recuperados de carne picada (n = 13), salamin artesanal (n = 7), queso de vaca (n
= 5), queso de oveja (n = 5) y leche de cabra (n = 3). Al analizar la produccion de
factores de virulencia se determiné que la expresién de un solo componente se
observé en E. faecalis (89,3%), E. faecium (8,5%) y E. raffinosus (2,2%). Los
aislamientos fueron recuperados de productos carnicos (70,2%) y de productos



lacteos (29,8%). Se detectd la expresién simultanea de dos o tres factores de
virulencia. Se observd la produccion conjunta de hemolisina y gelatinasa en el
1,6% de los aislamientos, caracterizados como E. faecalis de alimentos carnicos
(n = 3) y lacteos (n = 1). En cambio, el fenotipo hemolisina-Sustancia Agregativa
(1,2%) se detectd en alimentos lacteos y en menor nimero en derivados carnicos.
La produccion simultanea de gelatinasa-Sustancia Agregativa fue la mas
prevalente entre los aislamientos que expresaron dos factores de virulencia
(6,0%). Los aislamientos provinieron de alimentos carnicos (60%) y lacteos (40%),
con predominio de E. faecalis (n: 13) sobre E. faecium (n = 2). Asimismo, se
observo en E. faecalis (n =3) la expresidn asociada de hemolisina, gelatinasa y
Sustancia Agregativa. Los enterococos con este fenotipo de virulencia fueron

recuperados en su totalidad de productos carnicos.

En esta investigacion se evalud la capacidad de los enterococos aislados de
alimentos carnicos y lacteos para formar biofilm mediante un ensayo in vivo. Se
comprobd que el 100% de los enterococos no fue productor de biopelicula.
Asimismo, se observo que fueron susceptibles a la muerte por opsonofagocitosis y
a la actividad bactericida del suero normal, pruebas realizadas para determinar si
los aislamientos expresaban componentes polisacaridicos que contribuyeran con

la evasion de la respuesta inmune.

En una tercera etapa se investigo el perfil de resistencia antimicrobiana de los
enterococos recuperados de alimentos de origen animal mediante pruebas de
sensibilidad in vitro cualitativas (difusién en agar, produccién de beta-lactamasa) y
cuantitativas  (Concentracion Inhibitoria Minima). Se detectdé resistencia
antimicrobiana en el 45,2% de los enterococos estudiados: E. faecalis, (51,8%), E.
faecium, (47,4%) y E. gallinarum, (0,8%). El 49,1% presentd resistencia a un
antimicrobiano y el 50,9% a dos o mas antimicrobianos en forma simultanea.
Mediante la prueba cualitativa de difusion en agar se observé la expresién de
resistencia a: ampicilina (18,3%), tetraciclina (11,1%), ciprofloxacina (9,1%),
eritromicina (12,7%), cloranfenicol (4,8%), linezolid (5,6%), alto nivel de resistencia
a gentamicina (12,7%), alto nivel de resistencia a estreptomicina (10,3%),



vancomicina (12,3%) y teicoplanina (12,3%). Se detectaron diferencias en lo
concerniente a las frecuencias de resistencia tanto a nivel de especie como de
acuerdo al tipo de alimento considerado. Asimismo, se observaron discrepancias y
similitudes entre las pruebas de difusidon y la metodologia cuantitativa, al
determinar las Concentraciones Inhibitorias Minimas para los antimicrobianos en
los enterococos investigados. En ese aislamiento se detecto la producciéon de (3-
lactamasa mediante una prueba especifica. Se demostré que un aislamiento de E.
faecalis categorizado como ampicilino-sensible por el método cualitativo
presentaba una Concentracion Inhibitoria Minima compatible con resistencia a ese
antimicrobiano. En cambio, se confirmé la susceptibilidad intermedia a

vancomicina para el aislamiento de E. gallinarum.

El 57,1% de los aislamientosmono-resistentes y el 46,5% de los multi-resistentes
fueron caracterizados como E. faecalis. En cambio 41,1% de los enterococos
resistentes a un antimicrobiano y el 53,5% de resistentes mdultiples fueron
tipificados como E. faecium. La mono-resistencia se observo para ampicilina,
tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, cloranfenicol, linezolid, alto nivel de
resistencia a gentamicina y alto nivel de resistencia a estreptomicina. No se
observd la expresion Unica de resistencia a vancomicina o a teicoplanina. Los
enterococos mono-resistentes fueron recuperados de alimentos carnicos (33,9%)

y de productos lacteos (66,1%).

Se observé resistencia simultanea en un rango de 2 a 8 antimicrobianos en
58/252 aislamientos de enterococos. Se detectd resistencia antimicrobiana
multiple en E. faecalis (27/58) y E. faecium (31/58) de productos carnicos (53,4%)
y lacteos (46,6%). Los distintos fenotipos de multi-resistencia antimicrobiana
abarcaron a la totalidad de los antimicrobianos ensayados. El nUmero de fenotipos
de multi-resistencia fue variable de acuerdo a la cantidad de antimicrobianos para
los cuales se observd expresion simultdnea. Se detecto resistencia conjunta a dos
antimicrobianos en 17 aislamientos distribuidos en ocho fenotipos de resistencia,
resistencia a tres antimicrobianos (n = 23) agrupados en seis fenotipos, resistencia

a cuatro antimicrobianos (n = 1), resistencia a cinco antimicrobianos (n = 3; 2



fenotipos), resistencia a seis antimicrobianos (n = 6; 4 fenotipos), resistencia a
siete antimicrobianos (n = 2; 2 fenotipos) mientras que n = 6 aislamientos

expresaron un fenotipo de resistencia conjunta a ocho antimicrobianos.

Al estudiar los perfiles de resistencia antimicrobiana y la produccion de factores
de virulencia se observd la expresion simultanea de factores de virulencia y de
resistencia a los antimicrobianos en el12,7% de los enterococos recuperados de
alimentos de origen animal, tipificados previamente como E. faecalis (10,3%) y E.
faecium (2,4%). Los aislamientos fueron recuperados de carne picada (n = 11),
salamin artesanal (n = 8), queso de oveja (n = 8) y queso de vaca (n = 5). No se
detect6 expresidbn conjunta de factores de virulencia y de resistencia
antimicrobiana en enterococos de leche de cabra o de queso de cabra. En estos
fenotipos simultaneos se observaron uno, dos o tres factores de virulencia y de
uno a seis antimicrobianos. Se destaca la presencia de la expresion conjunta en
enterococos resistentes a los glucopéptidos, ampicilino-resistentes, con alto nivel
de resistencia a gentamicina y /o alto nivel de resistencia a estreptomicina. En
estas combinaciones se han detectado tanto factores de virulencia como tipos de
resistencia antimicrobiana que pueden ser diseminados mediante transferencia

horizontal.

En una fase posterior se detectaron los fenotipos de resistencia a glucopéptidos
en los enterococos recuperados de alimentos carnicos y lacteos. Se detectd
resistencia a glucopéptidos en 31/252 (12,3%) enterococos recuperados de
productos lacteos (23/252) y carnicos (8/252). En cambio, se observo
susceptibilidad intermedia en 1/252(0,4%) aislamientos, tipificado previamente
como E. gallinarum de origen lacteo. Los enterococos con resistencia a
glucopétidos fueron tipificados como E. faecium y la totalidad fue categorizada
como VanA. Este fenotipo confiere resistencia inducible de alto nivel a
vancomicina y a teicoplanina. No se recuperaron enterococos que expresaran el

fenotipo VanB. El aislamiento de E. gallinarum fue categorizado como VanC.

Se establecié la prevalencia de Enterococcus spp. en las muestras carnicas y
lacteas analizadas. Se detectaron variaciones para las distintas especies y de

Vi



acuerdo al tipo de alimento. Para E. faecalis se observd una mayor prevalencia en
muestras de queso de oveja, seguido por leche de cabra, queso de vaca, queso
de cabra, carne picada y salamin artesanal. En cambio, para E. faecium el orden y
frecuencia de las de prevalencias no fue el mismo que para E. faecalis (queso de
vaca seguido por queso de oveja, queso de cabra, leche de cabra, salamin
artesanal y en menor medida de carne picada). El rango de prevalencia de las
otras especies, menos frecuentes, estuvo comprendido entre el 0,8% y 6,7% de

las muestras de los alimentos de los cuales se recuperaron.

En esta investigacion se aislaron enterococos de productos animales que
expresaron factores de virulencia y/o resistencia a los antimicrobianos ensayados.
La recuperacién de enterococos con resistencia Unica como multiple a los
antimicrobianos junto con la expresion conjunta de factores de virulencia debe ser
considerada un motivo de preocupacion a nivel de la Salud Publica debido a que
se ha demostrado que los determinantes genéticos que los codifican pueden ser
transferidos a otras bacterias como ocurre con la resistencia a glucopéptidos y de

alto nivel a los aminoglucésidos.

Los resultados de esta tesis demuestran que los enterococos que habitan
reservorios no humanos, como los alimentos de origen animal elaborados en un
area rural del Centro de la Provincia de Buenos Aires, juegan un papel critico en la
adquisicién y diseminacién de aislamientos con resistencia multiple a los
antimicrobianos que limitan las opciones terapéuticas disponibles y/o que
producen factores involucrados con la patogenicidad de este género bacteriano.

Vii
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El género Enterococcus pertenece a un grupo de microorganismos conocido como
bacterias acido-lacticas, que integranla microbiota habitual del tracto
gastrointestinal de mamiferos y de los alimentos de origen animal (Foulquié
Moreno et al. 2006).

Tradicionalmente, los enterococos han sido considerados como patégenos en bajo
grado. Su capacidad para producir infeccién en el hombre esta relacionada con la
presencia de factores de virulencia y su marcada resistencia a los antimicrobianos
(Franz et al. 2003). Diversas especies del género Enterococcus pueden adquirir y
compartir material genético asociado a mayor virulencia y/o a resistencia a los
antimicrobianos tanto inter-género como intra-género (Paoletti et al. 2007, de
Niederhdusernet al. 2011, Vignaroli et al. 2011).

Se ha comunicado la existencia de enterococos aislados de alimentos de origen
animal que no poseen los factores de virulencia descriptos para este género,
aunque la resistencia mdultiple a los antimicrobianos contribuye a su virulencia
(Foulguie Moreno et al. 2006, Sanchez Valenzuela et al. 2008, Sanchez
Valenzuela et al. 2009).

En Argentinaexiste escasa documentacion sobre las especiesimplicadas, la
expresion de factores de virulencia y el perfil de resistencia antimicrobiana delas
cepas deenterococos aislados de alimentos de origen animal (Marguet et al.
2008).

1.1. Ubicacion taxondmica

El género Enterococcuspertenece a la rama clostridial, con bajo contenido G+C,
del Phylum Firmicutes. Esta relacionado filogenéticamente con los géneros
Vagococcus, Carnobacterium, Tetragenococcus, Aerococcus,
Alloiococcus, Dolosigranulum, Facklamia, Globicatella 'y Abiotrophia(Murray 1990).

En la Figura 1 se observa la ubicacion taxonémica del género Enterococcus.
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Figura 1. Ubicacién taxonémica del género Enterococcus.

El término “enterococo” fue utilizado por primera vez en 1899, para describir a
diplococos de origen intestinal. En 1906 se acufié la denominacién Streptococcus
faecalis para designar a la primera especie del género. En 1937 los enterococos
fueron incluidos como un grupo dentro de una clasificacion serolégica de las
especies del género Streptococcus. Con el surgimiento de las técnicas
moleculares como herramientas para la clasificacién taxondémica, se propuso la
creacion del nuevo género Enterococcus (1984) para agrupar a estos
microorganismos lejanamente relacionados con los estreptococos (Murray 1990;
Devrieseet al. 2006).

Hasta el momento, han sido propuestas 48 especies como integrantes del
género Enterococcus de acuerdo a una recopilacion realizada por Euzéby (2013):
E.aquimarinus (2005), E.asini (1998), E.avium (1984), E.caccae (2006),
E.camelliae (2007), E.canintestini (2005), E.canis (2003), E.casseliflavus (1984),
E.cecorum (1989), E.columbae (1993), E.devriesei (2005), E.dispar (1991),
E.durans (1984), E.faecalis (1984), E.faecium (1984), E.flavescens (1992),
E.gallinarum (1984), E.gilvus (2002), E.haemoperoxidus (2001), E.hermanniensis
(2004), E.hirae (1985), E.italicus (2004), E.lactis (2012), E.malodoratus (1984),
E.moraviensis (2001), E.mundtii (1986), E.pallens (2002), E.phoeniculicola (2003),
E.plantarum (2012), E.porcinus (2001), E.pseudoavium (1989), E.quebecensis
(2012), E.raffinosus (1989), E.ratti (2001), E.rivorum (2012), E.rotai (2013),
E.saccharolyticus (1991), E.saccharominimus (2004), E.seriolicida (1991),
E.silesiacus (2006), E.solitarius (1989), E.sulfureus (1991), E.termitis (2006),
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E.thailandicus (2008), E.ureasiticus (2012), E.ureilyticus (2013), E.viikkiensis
(2011), E.villorum (2001).

1.2. Habitat de Enterococcusspp.

Los enterococos integran la microbiota del tracto gastrointestinal del hombre y
de los animales y estan ampliamente distribuidos en la naturaleza. Distintas
especies de este género pueden colonizar diversos nichos por su excepcional
aptitud de desarrollar y resistir en ambientes hostiles. Se han aislado enterococos
de suelos, aguas, vegetales y alimentos de origen animal (Sparo & Mallo 2001,

Foulquié Moreno et al 2006).

El género Enterococccus integra la microbiota de productos carnicos y lacteos.
Su capacidad para sobrevivir a procesos como la pasteurizacién y para adaptarse
a diversas condiciones fisico-quimicas les permite a estas bacterias colonizar
materias primas (carne, leche) como alimentos tratados térmicamente (Foulquié
Moreno et al 2006).

Datos epidemiolégicos indican que Enterococcus faeciumy E. faecalis constituyen
las especies mas frecuentemente recuperadas de alimentos de origen animal.
Otras especies como E. durans y E. hirae presentan en su conjunto una

prevalencia mucho menor (Ogier & Serror 2008).

Los alimentos de origen lacteo conforman uno de los principales reservorios
naturales de Enterococcus spp. Por lo tanto su presencia puede estar asociada al
medio ambiente o a la contaminacién con materia fecal, ya sea de manera directa
o indirecta, proveniente de animales de granja o del hombre. Otros factores
predisponentes son las condiciones de limpieza del equipo de ordefie y la pureza
del agua utilizada para el procesamiento de la leche (Gelsomino et al. 2002). La
presencia de enterococos ha sido documentada en leche y derivados lacteos.
Especies de este género han sido recuperadas de leche y de quesos como
Cebreiro, Tolminc, Comté y Saint Neclaire, elaborados con leche cruda de vaca;
Cheddar, elaborado con leche de vaca pasteurizada; Semicotto, elaborado con
leche cruda de cabra; Serra'y Fiore Sardo, elaborados con leche cruda de oveja;



Feta, elaborado con leche pasteurizada de cabra y oveja (Faria et al. 2002, Ogier
& Serror 2008).

Se han aislado enterococos de materia prima cruda como carne de pollo, de
vaca y de cerdo. En productos fermentados de Espana, Italia y Alemania como
Chorizo, Espetec y Landjager también se han observado recuentos significativos

de estas bacterias (Foulquié Morenoet al. 2006)

1.3. Caracterizacién fenotipica de Enterococcus spp.

El género Enterococcusestéa integrado por cocos Gram positivosde forma ovoide,
que se presentan solos, de a pares (diplococos) o como cadenas cortas. Son
anaerobios facultativos y no producen catalasa (Foulquié Moreno et al. 2006).

Estas bacterias presentan una temperatura o6ptima de desarrollo de 35°C,
aunque la mayoria de las especies de enterococos puede crecer en un rango de
10°C a 45°C. Pueden desarrollar en medios de cultivo liquidos que contienen
cloruro de sodio (6,5%), hidrolizan esculina en presencia de sales biliares al 40% y
contienen la enzima pirrolidonil aril amidasa (Murray 1990, Foulquié Moreno et al.
2006).

Estas propiedades biol6gicas pueden ser utilizadas en una primera etapa de
caracterizacion fenotipica para distinguir a nivel de género entre los enterococos y
otras bacterias Gram positivas, no productoras de catalasa como Leuconostoc

spp. yPediococcus spp. (Sparo & Mallo 2001).

Para la caracterizacion fenotipica de enterococos a nivel de especie el
procedimiento utilizado incluye diversas pruebas como el estudio de la
fermentacién de hidratos de carbono(Cuadro 1).

Cuadro 1. Pruebas para la caracterizacién fenotipica de Enterococcus spp a nivel de especie.



1-Fermentacion de hidratos de carbono

e Glucosa e Manitol

e Melibiosa e Sorbitol

e Adobitol e Arabinosa
e Rafinosa e Sorbosa

e Lactosa e Trehalosa
e Melezitosa e Xilosa

e Ramnosa e Sacarosa

2-Utilizacion de piruvato de sodio
3-Utilizacion de arginina

4-Motilidad

5-Produccién de pigmento

6-Tolerancia al telurito de potasio 0,04%
7-Formacién de &cido en caldo con metil-a-

D-glucopiranésido1% y rojo de fenol

Una herramienta alternativa disponible para la fenotipificacidn de enterococos
consiste en el analisis de perfiles de proteinas solubles totales mediante
electroforesis vertical en gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio, SDS-
PAGE. Se trata de una técnica de referencia para la caracterizacién fenotipica de
enterococos a nivel de especie debido a que ha sido validada mediante métodos
de Biologia Molecular (Merquior et al. 1994, Alves et al. 2004). Andrighetto et al.
(2001) observaron que al caracterizar enterococos recuperados de productos
lacteos existid6 una buena co-relacién entre SDS-PAGE vy la técnica molecular
Reaccién en Cadena de la Polimerasa-ADN Poimorfico Amplificado al Azar
(RAPD-PCR), ya que coincidieron en la asignaciéon de especies para el 96,3% de
los aislamientos.

1.4. Impacto de Enterococcus spp.

Los enterococos presentan un comportamiento dual al ser considerados como

microorganismos beneficiosos o como patégenos oportunistas. En ese sentido




deben ser considerados ciertos aspectos que ratifican o restan fuerza a esta
hipétesis.

Existe evidencia de que los alimentos de origen animal contienen cepas de
Enterococcus spp. con propiedades biotecnoldgicas deseables. Se ha observado
que los enterococos tienen un impacto favorable en la elaboracion y la maduracién
de quesos tales como Armada Picante, Caprino, Fontina, Majoero, Manchego,
Monte Veronese, Mozzarella, Teleme y Venaco. Los enterococos contribuyen con
el sabor y el aroma (flavour) de estos productos mediante su metabolismo primario
y secundario junto con la produccibn de enzimas que interactuan con
componentes de la leche. Dentro de las propiedades biotecnoldgicas de los
enterococos que son de interés para la industria lactea se encuentran su
capacidad de producir &acido, la actividad proteolitica y peptidolitica relacionada
con la maduracion, produccién de enzimas lipoliticas que contribuyen con la
textura del queso, el metabolismo de citrato y piruvato que llevan a la formacién de
compuestos involucrados en las caracteristicas organolépticas del producto
(Giraffa 2003).

El papel biotecnolégico de los enterococos en alimentos carnicos ha sido
estudiado en menor medida que en los derivados lacteos. En paises
mediterraneos ciertos productos carnicos fermentados tanto tradicionales como
artesanales se elaboran en establecimientos familiares. En este tipo de produccién
a pequena escala no se agregan cultivos iniciadores (starters). Los enterococos
como integrantes de la microbiota indigena participan en el mantenimiento de las
caracteristicas organolépticas de los productos. A través de sus actividades
glucolitica, proteolitica y lipolitica pueden contribuir con el aroma de este tipo de
alimentos (Foulquié Moreno et al. 2006).

En las ultimas décadas se ha comunicado el aislamiento de enterococos de
diversos origenes productores de bacteriocinas. Las enterocinas son compuestos
proteicos con actividad bactericida (bacteriocinas) producidos por enterococos. Se
han detectado cepas de Enterococcus spp. productoras de bacteriocinas

provenientes de alimentos cérnicos, alimentos lacteos y de origen ambiental. Las
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bacteriocinas descriptas son activas generalmente contra bacterias Gram positivas
presentes en alimentos, tales como Listeria spp. yClostridium spp. y en menor
grado contra bacterias Gram negativas como Escherichia coli. Hasta el momento
los estudios de estas cepas y/o sus bacteriocinas como protectores biologicos
(bioprotectores) han obtenido resultados diversos y no concluyentes (Foulquié
Moreno et al. 2006). El péptido AP-CECT7121 es producido por la cepa probidtica
de origen animal E. faecalis CECT7121. Se comprobd la capacidad bioprotectora
de esta bacteriocina en salamines artesanales y queso de oveja artesanal. AP-
CECT7121 demostro actividad bactericida sobre bacterias Gram positivas y Gram
negativas potencialmente patdégenas, mientras que no afectdé la presencia de
bacterias como Lactobacillus spp. yLactococcus spp., que contribuyen con las
caracteristicas organolépticas de los productos (Sparo et al. 2008, Sparo et al.
2012).

Ciertas cepas de enterococos, particularmente E. faecalis y E. faecium, han sido
investigadas para su utilizacién como probidticos en humanos y animales. Se ha
comunicado la administracion de enterococos probidticos en el hombre para el
tratamiento de cuadros diarreicos, la prevencidén de diarrea asociada a los
antimicrobianos, el tratamiento de sindrome de intestino irritable, disminuir el nivel

sérico de colesterol y para la inmuno-regulacion (Franz et al. 2011).

En el hombre los enterococos se encuentran mayormente integrando la
microbiota intestinal, aunque en menores proporciones pueden hallarse en
secreciones (orofaringea, vaginal) y en la piel. Gran variedad de cepas de distintas
especies de enterococos causa un amplio espectro de infecciones, como
intraabdominales, urinarias, bacteriemias y endocarditis. En las ultimas dos
décadas los enterococos han emergido como patdégenos oportunistas en
infecciones severas humanas a nivel hospitalario (Kayser 2003). La creciente
incidencia de infecciones enterocdcicas asociadas a los cuidados de la salud es el
resultado de la conjuncion de factores como la capacidad de estas bacterias para
transferir material genético, que incrementa su virulencia y / o multi-resistencia.
Los enterococos también presentan tolerancia a los detergentes y antisépticos



utilizados en los distintos niveles de atencién en Salud Publica, permitiendo su
diseminacion ambiental (Garza-Velasco et al. 2002). El origen de las infecciones
en el hombre por estos microorganismos se ha establecido clasicamente como
enddgeno, pero en la actualidad cobra relevancia la infeccion exdgena (Kayser
2003).

En infecciones y colonizaciones producidas por enterococos documentadas en
paises europeos y americanos se han aislado cepas que expresaban factores de
virulencia y/o de resistencia antimicrobiana (Huycke et al. 1991, Panesso et al.
2010, Kuch et al. 2012). En Argentina, en salud humana, se han documentado
infecciones severas por distintas especies de enterococos y colonizaciones por
enterococos vancomicina-resistente (EVR)(Toledo et al. 2004, Littvik et al. 2006).

El doble papel desempefado por los enterococos ha planteado la inquietud sobre
el riesgo de propagaciéon de cepas potencialmente patégenas y/o resistentes y su
impacto en Salud Pdblica. Sin embargo, en Argentina existen escasas
comunicaciones en cuanto a su presencia ambiental y en alimentos de origen

animal.
1.5. Factores de virulencia

Las caracteristicas o rasgos auxiliares que son adquiridas por una especie y que
exacerban la capacidad de un microorganismo para causar infecciones se
denominan factores de virulencia (Mundy et al. 2000).La patogenicidad de los
enterococos es controvertida y se la puede relacionar con la presencia de
diferentes factores de virulencia. Las infecciones enterocé6cicas pueden ser

consideradas como procesos que se desarrollan en etapas.

En una primera fase se produce la colonizacién gastrointestinal. Los enterococos
pueden colonizar el tracto gastro-intestinal, pues son integrantes de su microbiota
habitual. La adhesién tisular de las bacterias es el primer paso fundamental para
que se produzca una infeccién, pues si los enterococos no se adhieren son

eliminados por la motilidad intestinal (Kayser 2003).



En una segunda etapa, a través de factores que exacerban la infectividad
bacteriana, se produce la destruccion tisular o toxicidad. Este hecho contribuye a
la alteracion de la integridad estructural a nivel gastrointestinal o en otros sitios,
generando una enfermedad infecciosa (Mundy et al. 2000).

Existe escasa bibliografia acerca de los factores de virulencia que condicionan la
patogenicidad de los enterococos ya que las diferencias entre cepas de
enterococos patdgenos e inocuas no estan aun dilucidadas (Mundy et al. 2000).

Aunque la mayoria de los factores de virulencia descriptos corresponden a cepas
de origen clinico, también se han detectado en enterococos de alimentos de
origen animal (Franz et al. 2001). En enterococos de origen clinico se ha
observado una mayor portacion de factores de virulencia que en cepas
provenientes de alimentos (Eaton & Gasson 2001).

1.5.1. Hemolisina

La hemolisina o citolisina es una proteina secretada con actividad litica sobre
células procariotas y eucariotas como eritrocitos humanos, de caballo, de vaca y
de conejo. Esté involucrada en el ingreso de los enterococos en los tejidos y
contribuye con toxemia y dafo tisular, en una etapa previa a la manifestacién
clinica de las infecciones enterococicas (Garza-Velasco et al. 2002). Una
consecuencia de su accion litica sobre eritrocitos y otras células es la liberacién de
nutrientes esenciales a los que no tienen acceso las cepas de enterococos no
productoras de hemolisina. La captacion de la hemina procedente de eritrocitos
permite a los enterococos ensamblar la cadena de transporte en la cual participan
los citocromos, permitiendo la generacién de energia en condiciones aerobicas. La
hemolisina es toxica para las células epiteliales intestinales, pudiendo contribuir
con la invasién bacteriana. Luego de atravesar la barrera intestinal la hemolisina
contribuye a la patogenicidad enterocécica por un efecto anti-fagocitico y por la
evasion de la respuesta inmune del hospedador mediada por la accidén toxica
sobre células como macroéfagos y neutrofilos (Coburn & Gilmore 2003).
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En E. faecalis para la produccidon de hemolisina participan ocho genes que
pueden estar codificados a nivel cromosémico, en islas de patogenicidad, o en
plasmidos conjugativos que responden a feromonas. Se ha comprobado que en la
misma isla de patogenicidad hay genes codificantes de otros factores de virulencia
como la Sustancia Agregativa.

1.5.2. Sustancia Agregativa

La Sustancia Agregativa es una proteina de superficie propia de ciertas cepas
de enterococos, cuya expresion es inducida a través de feromonas sexuales. Esta
proteina promueve la formacién de agregados durante la conjugacién bacteriana.
Es un componente importante del sistema de intercambio genético dependiente de
feromonas y permite un contacto eficiente entre las células donantes y las
receptoras, facilitando la transferencia de plasmidos conjugativos. Uno de los
sistemas mas estudiados de plasmidos conjugativos que responden a feromonas
sexuales es el que involucra al plasmido pAD1 de E. faecalis. Se trata de un
elemento genético movil que favorece la expresion de la Sustancia Agregativa y
dentro de su material genético también estd la informacién necesaria para la

sintesis de hemolisina (Clewell 1993).

El sistema de feromonas asociado a la transferencia de plasmidos otorga una
ventaja comparativa a los enterococos que lo poseen. Para que una cepa
portadora de plasmido lo transfiera es necesaria la presencia de una bacteria
receptora, carente del elemento genético movil. Por lo tanto, la bacteria que
contiene al plasmido ahorra energia (Garza-Velasco et al. 2002).

A diferencia de otros factores de virulencia se ha detectado una alta incidencia
de Sustancia Agregativa en enterococos aislados de alimentos de origen animal
(Eaton & Gasson 2001, Franz et al. 2001).

La expresion de Sustancia Agregativa sobre la superficie de los enterococos
lleva a un aumento de su hidrofobicidad, acompafado por la re-localizacién del
colesterol en el fagosoma lo cual retrasaria o evitaria la formacién de los

fagolisosomas (Fisher & Phillips2009).
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La Sustancia Agregativa permite la adherencia de los enterococos a varios tipos
celulares eucariotas. Se demostr6é in vitro la capacidad que poseen cepas de
enterococos productoras de Sustancia Agregativa para unirse a la superficie de los
neutréfilos. Se trata de un mecanismo independiente de la opsonizacién, en el que
estan involucrados varios receptores. Asimismo, este factor de virulencia
promueve la supervivencia de enterococos una vez que ingresan en los nuetrofilos
(Mundy et al. 2000).

Se ha comprobado que existen ligandos para la Sustancia Agregativa en la
matriz extracelular. Esta adhesina puede unirse a compuestos como fibronectina,
vitronectina y colageno tipo |I. En cambio la expresion de Sustancia Agregativa no
incrementa la adherencia a colageno tipo IV (Tendolkar et al. 2003).

1.5.3. Gelatinasa

La gelatinasa es una metalo-endopeptidasa extracelular de codificacion
cromosOmica. Su produccion esta controlada por un sistema de regulacion de
expresion génica que responde a fluctuaciones de la densidad celular llamado
quorum sensing, en el que estan involucrados tres genes del locus fsrde E.
faecalis. El quorum sensing se produce cuando una poblacién bacteriana genera
una senal a través de un péptido inductor, el cual desencadena una cascada de
regulacion transcripcional (Fisher et al. 2009). Este factor de virulencia ha sido
detectado en cepas de enterococos de origen humano y alimentario (Foulquié
Moreno et al. 2006).

Este factor de virulencia tiene accion hidrolitica sobre diversos sustratos como
caseina, gelatina, hemoglobina y otros péptidos bioldgicamente activos. Su
principal rol relacionado con la patogenicidad de los enterococos consiste en la
degradacion tisular del hospedador para aportar nutrientes a las bacterias y
también contribuye en el proceso de formacion de biopeliculas (Fisher et al. 2009).

La gelatinasa puede degradar proteinas de superficie celular anémalas. Se
demostrd que la gelatinasa ejerce una funcion litica sobre la Sustancia Agregativa
Asc10 codificada por el plasmido pFC10, cuando se encuentra plegada

12



incorrectamente. La eliminacién de proteinas no funcionales tiene relevancia
biolégica pues libera espacio en la superficie celular que puede ser ocupado por
otros compuestos (Waters et al. 2003).

La presencia de gelatinasa influye en la disposicibn morfolégica de los
enterococos y aumenta la autolisis de las cepas productoras. Se determiné que
existia una relacion entre los dos fenomenos. En cepas productoras de gelatinasa
se observd la formacién de cadenas mas cortas debido a que el factor de
virulencia estaba involucrado en la maduracion de una autolisina (Waters et al.
2003).

Al investigar la capacidad de E. faecalispara adherirse a fibrina polimerizada se
comprobd que la gelatinasa tiene un efecto degradativo sobre este componente.
Esta actividad litica del factor de virulencia contribuye con la patogenicidad de los
enterococos pues trae aparejado dafo tisular posibilitando la migracién y
diseminacién de las bacterias (Waters et al. 2003).

En un estudio sobre la translocacion de E. faecalisy los factores involucrados se
investigo el papel de la gelatinasa en este proceso. En un experimento in vitro,
utilizando enterococos productores y no productores de gelatinasa, se determind
la capacidad de las cepas para translocar a través de una monocapa de células
epiteliales intestinales. Se observd la translocacion de la totalidad de los
enterococos productores de gelatinasa mientras que en aquellos sin expresién del

factor de virulencia, la translocacion fue escasa o nula (Zeng et al. 2005).
1.5.4. Biofilm

El biofilm o biopelicula es una comunidad bacteriana unida irreversiblemente
entre si 0 a una interfase, envuelta en una matriz de polimeros extracelulares
(Figura 2). Estos microorganismos muestran un fenotipo alterado con respecto a
las bacterias planctonicas en lo concerniente a la tasa de crecimiento y a la
expresion genética (Donlan & Costerton 2002).
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Figura 2. Esquema representativo de un biofilm.

Fuente: Donlan & Costerton 2002

En la formacién de biofilmcobran relevancia los factores ambientales. Cuando
las bacterias detectan modificaciones de las condiciones ambientales habituales
se produce una transicién desde la forma plancténica hacia el crecimiento en una
superficie. Las etapas de formacidén de un biofilm son las siguientes: unién a una
superficie, adherencia con otras bacterias, formacién de microcolonias y
maduracion dentro de una capa de exopolisacarido (Herrera Mendoza 2004).

En la formacién de biofiim participa una adhesina, la proteina de superficie
extracelular de los enterococos. Su presencia aumenta la hidrofobicidad celular y
favorece la adhesién de las células productoras a superficies bidticas o abibticas
(Tendolkar et al. 2003).

Una de las caracteristicas fundamentales del biofim es que protege a las
bacterias en forma inherente frente a la acciéon de los antimicrobianos. Existen
varios mecanismos que pueden ser responsables de este fendémeno: retraso en el
ingreso de los antimicrobianos a través de la matriz del biofilm, tasa de crecimiento
alterada de las bacterias que conforman el biofim y otras modificaciones
fisiolégicas relacionadas con el modo de crecimiento del biofim (Donlan &
Costerton 2002).

Los antimicrobianos tienen que difundir a través de la matriz del biofilm para
actuar sobre las bacterias de su entorno. Los exopolisacaridos se comportan como
una barrera difusional, por influir en la tasa de transporte de compuestos hacia el
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interior del biofilm o por la reaccién de los antimicrobianos con componentes de la
matriz (Donlan & Costerton 2002).

Otro mecanismo relacionado con la resistencia antimicrobiana y biofilm puede
estar vinculado al hecho de que las bacterias involucradas crecen mas lentamente
que las bacterias plancténicas, resultando en una captacibn mas lenta de
antimicrobianos (Donlan & Costerton 2002).

Se ha comunicado que las bacterias que se encuentran dentro de los biofilm
presentan una resistencia a los antimicrobianos mil veces mayor que las bacterias
plancténicas. Este fendmeno podria estar vinculado con el hecho de que los
sintomas de las infecciones relacionadas con biofilm son recurrentes durante el

tratamiento antimicrobiano (Herrera Mendoza 2004).

La presencia del biofilm tiene efectos diversos sobre el sistema inmune del
hospedador. Libera antigenos y estimula la produccién de inmunoglobulinas.
Debido a la induccion de prostaglandina E2, el biofilm bacteriano inhibe la
proliferacién de monocitos periféricos y de linfocitos T. Interfiere en los procesos
de coagulacion, opsonizacién, fagocitosis y en la blastogénesis de células B.
Ademas, el biofilm inhibe las actividades metabdlicas dependientes de oxigeno en

los leucocitos polimorfonucleares (Herrera Mendoza 2004).

La asociacibn entre microorganismos productores de biofimy cuadros
infecciosos ha sido sugerida para patologias como otitis media, prostatitis
bacteriana cronica, fibrosis quistica y periodontitis (Donlan & Costerton 2002).

Asimismo, se ha demostrado la formacién de biofilmen una variedad amplia de
dispositivos utilizados en la practica médica tales como vélvulas cardiacas
protésicas, catéteres venosos centrales, catéteres urinarios, lentes de contacto y
dispositivos intra-uterinos (Donlan & Costerton 2002).

1.5.5. Evasion de la respuesta inmune

La opsonizacidén optimiza el proceso de endocitosis y requiere la interaccion de
las moléculas que seran fagocitadas con las opsoninas, que son factores del suero
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de naturaleza diversa. Dentro de las opsoninas pueden incluirse anticuerpos vy
otros tipos de proteinas. El papel de las opsoninas en la fagocitosis esta vinculado
con la existencia de receptores para estos compuestos en las células fagociticas

(Rojas Espinosa & Arce Paredes 2004).

La ausencia de membrana externa en las bacterias Gram positivas determina
gue no sea posible la existencia de actividad bactericida directa de los anticuerpos
junto con el Complemento. Para que se produzca la opsonizacion es necesaria la
interaccién de anticuerpos, el Sistema de Complemento y los fagocitos, que son
los componentes principales de la respuesta inmune contra las infecciones
bacterianas. Aunque todos los anticuerpos protectores se comportan como
opsonizantes, no todos los anticuerpos opsonizantes son protectores (Hufnagel et
al. 2003).

La muerte bacteriana por opsonofagocitosis representa el ensayo in vitro mas
apropiado para evaluar la respuesta inmune frente a enterococos patégenos. Con
esta metodologia se esta evaluando fundamentalmente el papel de los leucocitos
polimorfonucleares, pues en suero humano de personas sanas existen bajos

titulos de anticuerpos especificos contra los enterococos (Hufnagel et al. 2003).

El Sistema de Complemento contribuye con la respuesta inmune del
hospedador. Puede actuar junto con los anticuerpos cuando se activa la via
clasica o mediante el componente C3b, que esta involucrado en la via alternativa
(Hufnagel et al. 2003). Estudios realizados sobre la eliminacion de enterococos
mediante fagocitosis sugirieron que el Sistema de Complemento contribuia
principalmente a través de la activacion de la via alternativa (Harvey et al. 1992,
Arduino et al.1994).

Para investigar el papel de los polisacaridos capsulares sobre la capacidad de
las bacterias para evitar la accién del Complemento en el proceso de fagocitosis,
se puede recurrir al ensayo de sensibilidad al efecto bactericida del suero. Con
esta prueba se evalla si las bacterias son capaces o0 no de sobrevivir en la sangre
del hospedador. La caracteristica clave de este ensayo radica en que se inactiva
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la via clasica del Complemento, permitiendo observar la respuesta de los
microorganismos frente a la activacién de la via alternativa del Complemento
(Pelkonen & Finne 1987).

1.6. Resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp.

Una caracteristica fenotipica distintiva del género Enterococcuses su resistencia
a un numero amplio de antimicrobianos. Los enterococos presentan resistencia

intrinseca y adquirida a los antimicrobianos.

La resistencia intrinseca es inherente o propia de una especie y esta presente
en la mayoria de las cepas de esa especie. Los enterococos expresan resistencia
intrinseca a penicilinas resistentes a penicilinasas, cefalosporinas, bajo nivel de
resistencia a los aminoglucésidos y bajo nivel de resistencia a clindamicina
(Murray 1990).

Los enterococos pueden adquirir resistencia a través de la transferencia de
genes extracromosdémicos tanto inter-especie como intra-especie (resistencia
horizontal). Dentro de esta categoria puede incluirse resistencia a tetraciclinas,
macrélidos, ampicilina, cloranfenicol, quinolonas, vancomicina y alto nivel de
resistencia a los aminoglucésidos como gentamicina (ANRG) y estreptomicina,
ANRE (Foulquié Moreno et al. 2006).

La resistencia a B-lactamicos, glucopéptidos y aminoglucésidos tiene relevancia
clinica debido a que son los antimicrobianos de eleccion para el tratamiento de
infecciones enterocécicas invasivas (Cercenado 2011). Sin embargo, en
aislamientos clinicos de EVR se ha comunicado la expresidn de resistencia a otros
antimicrobianos no utilizados habitualmente para la terapéutica en este tipo de
infecciones tales como eirtromicina, ciprofloxacina, tetraciclina y cloranfenicol
(Corso et al. 2007).

Los antimicrobianos en los animales de cria destinados a la produccion de
alimentos, se utilizan para prevenir y tratar las enfermedades infecciosas. Sin
embargo, con frecuencia también se utilizan en dosis sub-terapéuticas para
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promover el crecimiento de los animales. Dentro de los antimicrobianos utilizados
en produccién animal se han incluido drogas que también se utilizan en el hombre
como glucopéptidos,estreptograminas, macrélidos y tetraciclinas (Hammerum
2012). Estos antimicrobianos pueden favorecer la seleccion y amplificacion de
bacterias potencialmente patdgenas con resistencia multiple, como los
enterococos, que pueden transmitirse al hombre a través de la cadena alimentaria
(Hammerum 2012). En Europa y América del Norte, se han aislado enterococos
con resistencia a los antimicrobianos en animales destinados a la industria
alimenticia (Donabedian et al. 2003, Ruzauskas et al. 2009). Asimismo, se ha
observado la expresion de resistencia antimicrobiana en enterococos recuperados
de productos carnicos y lacteos (Franz et al. 2001, Messi et al. 2006, Sanchez
Valenuela et al. 2013).

Existe una relacion epidemiolégica entre el uso de antimicrobianos en medicina
humana y en la cria de animales y la emergencia, diseminacidn y persistencia de

cepas resistentes en productos animales (Van den Bogaard & Stobberingh 2000).

En un estudio realizado en Francia sobre enterococos de origen clinico y
recuperados de alimentos, se observé un patréon de electroforesis de campo
pulsado (PFGE) comun entre cepas resistentes a los antimicrobianos de E.
faecalis aisladas de quesos y humanas. De esa investigacién se desprende que el
queso puede actuar como reservorio para estas cepas resistentes, permitiéndoles
persistir y diseminarse en la comunidad (Bertrand et al. 2000). Sorensen et al.
(2001) comprobaron que cepas de Enterococcus spp. con resistencia multiple a
los antimicrobianos tenian como reservorio los alimentos derivados de aves de
corral y cerdos y podian resistir el pasaje gastrico; facilitando asi su portacién

sostenida en el intestino.

1.6.1. B-lactamicos

Los [-lactamicos constituyen la familia més grande de antimicrobianos
disponibles actualmente. Su sitio activo es un anillo B-lactamico y por sucesivas
modificaciones quimicas se originaron distintos subgrupos. Dentro del grupo de las
penicilinas se puede incluir al referente del grupo, la peniciina y a las
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aminopenicilinas como la ampicilina (Figura 3). Los [-lactamicos son
antimicrobianos bactericidas que ejercen su efecto a través de dos mecanismos, la
inhibicién de la sintesis proteica y la induccién de la autdlisis bacteriana (Calvo &
Martinez-Martinez 2009).

Anillo fiazolidinico Ascido E-aminopenicil nioo PENICILINAS

Figura 3. Estructura de las penicilinas.

Fuente: Suarez & Gudiol 2009

Los compuestos B-lactamicos actuan en la ultima etapa de la sintesis de la pared
celular, inhibiendo la organizacion del péptidoglucano. En esta fase los
pentapéptidos se convierten en tetrapéptidos por accién de las proteinas ligadoras
de penicilina (PBP). Los B-lactdmicos presentan una similitud estructural con la
region del pentapéptido a la cual se unen estas enzimas, bloqueando su accién e
impidiendo la sintesis de pared celular (Suarez & Gudiol 2009).

La baja afinidad que presentan las PBP del género Enterococcus por los B-
lactamicos explica su resistencia natural a estos antimicrobianos. Esa resistencia
intrinseca difiere segun los compuestos. Las penicilinas en general son las mas
activas contra los enterococos y dentro de este grupo la de mayor actividad in vitro
es la ampicilina. En enterococos de origen clinico se ha observado la expresion de
alto nivel de resistencia a penicilinas, como es el caso de la ampicilina con una
Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) = 256 ug mL™. La hiperproduccién de una
PBP particular, PBP 5, es la principal causa del alto nivel de resistencia a
penicilinas debido a que es capaz de reemplazar en su funciones a las PBP
susceptibles a losB-lactdmicos y ademas es naturalmente poco afin a las
penicilinas. En algunas cepas de enterococos se ha detectado la produccion de
una B-lactamasa, enzima que hidroliza p-lactamicos, equivalente a una expresada
por Staphylococcus spp. Los enterococos que codifican esta enzima presentan
resistencia a las penicilinas (Cercenado 2011).
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1.6.2. Glucopéptidos

Los glucopéptidos como vancomicina y teicoplanina son compuestos de gran
tamano. Solamente son activos frente a bacterias Gram positivas pues no pueden
pasar a través de la pared de las bacterias Gram negativas. Estos antimicrobianos
actian a nivel de la pared celular inhibiendo la organizacion estructural del
glucopéptido, aunque en una etapa previa a la de los B-lactdmicos. EI mecanismo
de accion de los glucopéptidos consiste en impedir la transferencia de una nueva
unidad de N-acetil muramico-pentapéptido-N-acetil glucosamina, ligada a un
transportador de naturaleza lipidica, hacia el péptidoglucano en crecimiento
(Figura 4). Los glucopéptidos se unen al extremo D-alanina-D-alanina del
disacarido pentapéptido, que es el sustrato de las enzimas involucradas en la
elongacion del péptidoglucano. Frente a Enterococcus spp. los glucopéptidos son
bacteriostaticos (Calvo & Martinez-Martinez 2009, Pigrau & Almirante 2009).
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Figura 4. Mecanismo de accion de glucopéptidos.

Fuente: Courvalin P. Vancomycin resistance in Gram-Positive cocci. Clin Infect Dis.
2009; 42: S25-S34.

En enterococos la resistencia a glucopéptidos esta mediada por la modificacion

del sitio blanco de los antimicrobianos. Se produce una modificacién en el
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pentapéptido de la pared celular (D-alanina-D-alanina), que puede cambiar a D-
alanina-D-serina o D-alanina-D-lactato (Cercenado 2011).

Hasta el momento se han reconocido nueve fenotipos de resistencia a
glucopéptidos en Enterococcus spp; ocho son adquiridos (VanA, VanB, VanD,

VanE, VanG, VanL, VanM, VanN) y uno es intrinseco (VanC).

La resistencia intrinseca a glucopéptidos se expresa en tres especies de
enterococos moviles: E. gallinarum, E. flavescens y E. casseliflavus. Se manifiesta
como susceptibilidad intermedia o resistencia de bajo nivel a vancomicina (CIM: 2-
32 pg mL") y sensibilidad a teicoplanina. El fenotipo VanC es de codificacion

cromosOmica y se expresa constitutivamente.

Los aislamientos con fenotipo VanA expresan alto nivel de resistencia a
vancomicina (CIM: > 64 pg mL™) y a teicoplanina (CIM: > 32 ug mL™). Se trata de
resistencia inducible transferida por elementos genéticos moviles, como el
transposon Tn1546 o aquellos relacionados con la familia de transposones Tn3. El
fenotipo VanB produce resistencia de bajo o alto nivel a vancomicina (CIM: 4->
1000 pg mL") y sensibilidad a teicoplanina. No es inducible y los genes
codificantes son transmitidos por plasmidos o transposones como Tni1547 o
Tn5382. (Cercenado 2011).

1.6.3. Aminoglucdsidos

Los aminoglucdsidos son una familia compleja de compuestos que se
caracterizan por poseer un nucleo aminociclitol ligado con carbohidratos mediante
uniones glucosidicas (Figura 5). Dentro de los aminoglucésidos se incluye a
estreptomicina (primer aminoglucésido), gentamicina y la familia kanamicina
integrada por kanamicina, amikacina y tobramcina. Cuando se administran
combinados con otros antimicrobianos pueden utilizarse para el tratamiento de
algunas infecciones causadas por cocos Gram positivos (Molina et al. 2009).
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Figura 5. Estructura de un antimicrobiano aminoglucésido.

Fuente: Mella S, et al. Aminoglucdsidos-aminociclitoles: Caracteristicas estructurales y nuevos
aspectos sobre su resistencia. Rev Chil Infect. 2004; 21: 330-338.

Los aminoglucésidos son antimicrobianos bactericidas que actian a nivel de los
ribosomas inhibiendo Ila sintesis proteica bacteriana. Esta familia de
antimicrobianos actua en la fase inicial de la sintesis proteica. A nivel ribosomal,
estos compuestos ejercen su efecto principalmente sobre la subunidad 30S, al
unirse a componentes ribosomales como varias proteinas S y ARN 16S. Como
resultado de la unién de los antimicrobianos al ribosoma, afectan el normal
funcionamiento del complejo ARNmM-ARNt-formilmetionina (Complejo de
iniciacion), impiden el inicio de la sintesis proteica y producen errores de lectura
del ARNm. Esta falla lleva a la sintesis de proteinas anémalas que se unen a la
membrana bacteriana, alterando su integridad estructural y favoreciendo de esta
manera una difusibn mas rapida de los aminoglucésidos hacia el interior celular
(Calvo & Martinez-Martinez2009).

Los enterococos presentan resistencia natural de bajo nivel a los
aminoglucésidos como consecuencia de una baja eficiencia del transporte hacia el
interior bacteriano, manifestado por valores de ClIMgen: 4-64 ug mL'y CIMg:16-256
ug mL'(Cercenado 2011).
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Sin embargo, existen otros mecanismos de resistencia que contribuyen a la
expresion de alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos. En aislamientos de
enterococos se ha detectado ANRG con CIMg, = 500 ug mL”" y ANRE, con
ClMsy: = 2000 pg mL™. Los enterococos son capaces de adquirir determinantes
geneéticos que codifican proteinas que inactivan a los aminoglucésidos (enzimas
modificadoras de aminoglucésidos) o pueden producirse modificaciones del sitio
blanco de estos compuestos (Cetinkaya et al. 2000).

En la actualidad se ha descripto un gran niumero de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos que han sido agrupadas en tres grandes familias con clases y
subclases de enzimas.Las aminoglucésido N-acetil transferasas (AAC) catalizan la
acetilacién, utilizando a la acetil-coenzima A como donante, de grupos amino en
las moléculas de aminoglucdsidos en las posiciones 1 [AAC(1)], 3 [AAC(3)], 2
[AAC(2")], o 6’ [AAC(6")]. Las enzimas aminoglucésido-O-nucleotidil transferasas
(ANT) inactivan a los aminoglucésidos mediante la transferencia de un grupo
adenosina monofosfato, cedido por una molécula de ATP, hacia un grupo oxhidrilo
del antimicrobiano. Existen cinco clases de ANT, que catalizan la adenilacién de
aminoglucosidos en las posiciones 6 [ANT(6)], 9 [ANT(9)], 4° [ANT(4")], 2"
[ANT(2")] y 3" [ANT(3")]. Las aminoglucdsido-O-fosfotaransferasas (APH)
participan en la transferencia de un grupo fosfato hacia los aminoglucésidos.
Existen siete clases de esta familia enzimatica que fosforilan a los antimicrobanos

en las posiciones 4, 6,9, 37,27, 37y 7" (Ramirez & Tomalsky 2010).

La enzima bifuncional con actividad acetilasa y fosforilasa AAC(6’)-APH(2”), esta
codificada en plasmidos y transposones. Confiere resistencia a gentamicina
(CIMgen: = 2000 pg mL™"), tobramicina, amicacina y kanamicina. Las fosforilasas
APH(2”)-lc, APH(2”)-Id, APH(2")-le y APH(2")-Ib también producen ANRG. La
resistencia de alto nivel a gentamicina puede extrapolarse a otros
aminoglucésidos, excepto estreptomicina (Cercenado 2011).

El ANRE puede deberse a dos mecanismos, la inactivacion enzimatica del
aminoglucésido mediada por dos nucleotidiltransferasas ANT(6)-la y ANT(3”) o la
modificacién de la subunidad ribosomal 30S con la consiguiente disminucién de
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afinidad por la estreptomicina. El alto nivel de resistencia a este aminoglucésido no
permite hacer inferencias de resistencia simultanea hacia otros compuestos de

esta familia (Cercenado 2011).

1.6.4. Macrdlidos

Los macrdlidos son compuestos formados por un anillo lacténico macrociclico
que los caracteriza, al que se unen uno o varios azucares. Se los puede clasificar
de acuerdo al numero de carbonos (C) que constituyen el anillo en macrélidos de
14C, 15C y 16C. Dentro de los compuestos con anillo de 14 C se encuentra la
eritromicina (Figura 6), a la cual se le fueron realizando modificaciones en su
estructura que dieron lugar a derivados semi-sintéticos como claritromicina y
roxitromicina. A partir de los macrolidos se generd otra familia de animicrobianos
denominada cetdlidos, cuyo representante es la telitromicina (Cobos-Trigueros et
al. 2009).

Figura 6. Estructura del antimicrobiano macrolido eritromicina.

Fuente: http://www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/SeminarioAntibioticos2.htm#macrolidos

Los macrélidos actuan a nivel de la sintesis de proteinas inhibiendo la fase de
elongacion de este proceso(Calvo & Martinez-Martinez 2009).

El mecanismo de resistencia a macrélidos en Enterococcus spp. mas frecuente
es la modificacién del sitio blanco del antimicrobiano. La afinidad de estos
compuestos por el ribosoma disminuye debido a que los enterococos producen
una enzima metilasa que cataliza la metilacién del ARN 23S del ribosoma. Como
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consecuencia de esta modificacion enzimatica del ribosoma se produce alto nivel
de resistencia a los macrélidos y a otros antimicrobianos que comparten el sitio de

accion con estos compuestos (Cercenado 2011).

Los enterococos pueden presentar otro mecanismo de resistencia a los
macrolidos: el mecanismo de eflujo. Debido a la adquisicién del gen mefA por
conjugacion, se sintetiza una proteina que funciona como una bomba de eflujo.
Como consecuencia de su expresion se produce resistencia de bajo nivel a

eritromicina y a otros macrolidos (Cercenado 2011).
1.6.5. Quinolonas

Las quinolonas son antimicrobianos formados por dos anillos (Figura 7). Su
actividad y espectro se ampliaron mediante la fluoraciéon en la posicion 6. Estos

compuestos se clasifican en generaciones considerando su espectro de accién.

Las quinolonas de primera generacion como el 4cido nalidixico no son activas
frente a bacterias Gram positivas y en la actualidad su utilizacién es cada vez
menos frecuente. Las quinolonas de segunda generacién como norfloxacina
tienen una actividad moderada frente a Gram positivos. Las quinolonas de tercera
generacion, representadas por ciprofloxacina, levofloxacina y ofloxacina tienen
una mayor actividad contra las bacterias Gram positivas que los compuestos

pertenecientes a la segunda generacidn de quinolonas (Al6s 2009).

Figura 7. Estructura base de las quinolonas.

Fuente: Alés 2009
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Las quinolonas actian a nivel de los acidos nucleicos, interfiriendo en los
procesos de replicacion y transcripcion. Cuando las quinolonas estan presentes en
el medio, se unen al ADN roto y a su blanco, las topoisomerasas |l (ADN girasa) y
IV. De esta manera se forma un complejo ADN-topoisomerasa-fluorquinolona que
es irreversible, llevando a que no pueda proseguir el proceso de replicacién o
transcripcion (Calvo & Martinez-Martinez 2009).

En enterococos la resistencia a quinolonas fluoradas como la ciprofloxacina se
debe a la mutacion del sitio blanco del antimicrobiano. Es el resultado de
mutaciones escalonadas. En un primer paso se producen mutaciones en el gen
que codifica la subunidad ParC de la topoisomerasa IV. En una siguiente etapa
pueden producirse mutaciones de la subunidad GyrA de la topoisomerasa Il, que
se manifiesta por un aumento de la resistencia a quinolonas. En la mayoria de los
enterococos la resistencia a estos antimicrobianos es el resultado de los dos tipos
de mutaciones en forma simultanea (Cercenado 2011).

1.6.6. Oxazolidinonas

Las oxazolidinonas constituyen una familia de antimicrobianos relativamente
nueva, cuyo representante utilizado actualmente en la terapéutica clinica es un
compuesto triciclico denominado linezolid (Figura 8). Estos antimicrobianos son
bacteriostaticos frente a la mayoria de las especies sobre las cuales actuan
(Pigrau & Almirante 2009).
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Figura 8. Estructura del antimicrobiano linezolid.
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Fuente: Pigrau & Almirante 2009

Estos compuestos son antimicrobianos bacteriostaticos que actian inhibiendo la
sintesis proteica, en la fase de inicio al igual que los aminoglucésidos. El linezolid
se une al dominio V del ARN 23S de la subunidad ribosomoal 50S. En
consecuencia afecta al lugar de union de ARNt-formilmetionina y no puede
formarse el complejo de iniciacién 70S, integrado por ARNt, proteinas y las
subunidades ribosomales 30S y 50S. Como el sitio blanco de las oxazolidinonas
es unico, no lo comparten con otros antimicrobianos que actuan inhibiendo la
sintesis proteica y por lo tanto no existe resistencia cruzada (Calvo & Martinez-
Martinez 2009).

La resistencia a linezolid es poco frecuente, aunque ha sido descripta en E.
faecalis y en E. faecium. Se produce por una mutacion en la subunidad 23S del
ARN ribosomal. En Enterococcus spp. existen copias mdultiples del gen que
codifica ARN 23S. Cuanto mayor sea el numero de alelos mutados mayor sera el
nivel de resistencia a linezolid. Ademas, en enterococos se ha comunicado un
mecanismo de resistencia transferible, en el cual esta involucrada una metilasa

ribosomal (Cercenado 2011).
1.6.7. Tetraciclinas

Las tetracicilinas constituyen una familia de antimicrobianos bacteriostaticos
naturales y semi-sintéticos. Las tetraciclinas poseen un nuacleo lineal de estructura
tetraciclica formado por cuatro anillos fusionados (Figura 9). Estos compuestos
pueden agruparse en tres generaciones de acuerdo a su orden de aparicién, el
espectro de actividad antimicrobiana y caracteristicas de indole farmacoldgica.
Dentro de la primera generacion puede incluirse a tetraciclina, clortetraciclina y
oxitetraciclina. Estos agentes representan a las tetraciclinas mas antiguas. Como
integrantes de la segunda generacién de tetraciclinas se puede mencionar a
doxiciclina y minociclina. La tercera generacion de tetraciclinas comprende a

compuestos pertenecientes a las glicilciclinas (Vicente & Pérez-Trallero 2010).
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Figura 9. Estructura de la tetraciclina.

Fuente: Vicente & Pérez-Tallero 2010

Las tetraciclinas actuan inhibiendo la sintesis proteica. Mediante un proceso
dependiente de energia pueden ingresar al citoplasma bacteriano y unirse
reversiblemente a la subunidad ribosomal 30S. El resultado de su accién es el
bloqueo de la fijacién al ribosoma de complejos ARNt-aminoacido y tiene como
consecuencia el impedimento de la continuacién de la sintesis proteica (Calvo &
Martinez-Martinez 2009).

Existen dos mecanismos principales de resistencia a tetraciclinas. Mediante el
mecanismo de proteccion ribosomal las bacterias evitan la union de los
antimicrobianos a su sitio blanco, el ribosoma. En cambio, a través de bombas de
eflujo las tetraciclinas son expulsadas de la bacteria. Los genes que codifican
estos mecanismos son transferibles pues estan dentro de elementos genéticos
méviles como plasmidos, integrones y transposones ((Vicente & Pérez-Trallero
2010)). Aunque en bacterias Gram positivas la protecciéon ribosomal es el
mecanismo predominante se han detectado genes de bombas de eflujo en
enterococos (Murray 1990).

1.6.8. Cloranfenicol

Es un antimicrobiano natural de amplio espectro sintetizado por levaduras del
género Streptomyces(Figura 10). Debido a su tamafo y composicion lipidica

difunde sin inconvenientes por la membrana bacteriana (Stratton 2002).
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Figura 10. Estructura del antimicrobiano coloranfenicol.

Fuente: http://www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/SeminarioAntibioticos2.htm#anfenicoles

Este compuesto es bacteriostatico y actua inhibiendo la sintesis proteica por
bloqueo del proceso de transpeptidacién. Se une reversiblemente a la subunidad
50S, impidiendo la formacidén de enlaces peptidicos (Calvo & Martinez-Martinez
2009).

El mecanismo mas frecuente de resistencia a cloranfenicol es la inactivacion
enzimatica del compuesto. La cloranfenicol acetil transferasa cataliza la acetilacion
del cloranfenicol con la consecuente disminucién de afinidad del antimicrobiano
por el ribosoma. La enzima es en general la responsable del alto nivel de
resistencia al antimicrobiano. La cloranfeicol acetil transferasa es de codificacion
cromoésomica o puede estar presente en elementos genéticos moviles, como ha

sido comunicado para enterococos (Murray 1990, Stratton 2002).

1.7. Produccion de alimentos de origen animal en el Centro de la
Provincia de Buenos Aires

En el Centro de la provincia de Buenos Aires (Argentina), limitado por los cordones
de Tandilia y Ventania, se encuentra un sector deprimido que constituye la pampa
inter-serrana; su red de drenaje esta dirigida hacia todos los rumbos, sélo los rios

y arroyos de la pendiente atlantica alcanzan el mar.

El sistema de las Sierras de Tandilia, abarca los partidos de Tandil, Olavarria,
Azul, Balcarce, Loberia y General Pueyrred6n. En los mismos se puede establecer
dos grandes sectores productivos: agricola-ganadero (bovinos de carne, porcinos
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y ovinos) y sistema ganadero-agricola (tambo). A partir de la informacién censal
expresado en un informe del INTA de Balcarce, mas del 45% de los productores
se dedican a la agricultura y ganaderia en diversa proporcion, cerca del 20% hace
sblo ganaderia y aproximadamente el 13% solo actividades agricolas. En esta
zona del centro de la Provincia de Buenos Aires, los quesos y chacinados son
identificados como productos tipicos, aportando el 50% del valor bruto de la
produccién agroindustrial y el 60% del empleo (Ghezan & Acufia 2007, Petrantonio
et al. 2007). Estos productos son consumidos en el partido de Tandil, Azul y
Olavarria (Figura 11). Asimismo, los productos carnicos son comercializados en
otros centros urbanos densamente poblados del pais y exportados hacia paises
limitrofes (Figura 12).

Partido de Azul

Prov. Bs. As.

ARGENTINA

Figura 11. Regién del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina. Partidos de
Azul, Olavarria y Tandil.

Fuente: el autor
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Figura 12. Areas geograficas de comercializacién de productos céarnicos y lacteos externas a la region de

elaboracion en la Provincia de Buenos Aires, Argentina.
Fuente: el autor

Los productores son firmas familiares con diferentes niveles de industrializacion,
desde una elaboracion totalmente artesanal hasta aquella en la cual se ha

tecnificado gran parte del proceso.
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OBJETIVO GENERAL

Caracterizar fenotipicamente y determinar el perfil de resistencia in vitro de
especies de enterococos aislados de alimentos de origen animal provenientes de
un area rural del Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina

OBJETIVOS ESPECIFICOS

OBJETIVO 1

Aislar y caracterizar fenotipicamente a nivel de especie enterococos recuperados
de alimentos de origen cérnico y lacteo elaborados en un &rea rural del Centro de
la Provincia de Buenos Aires, Argentina

OBJETIVO 2

Detectar la expresion de distintos factores de virulencia en los aislamientos de
Ennterococcus spp.

OBJETIVO 3

Determinar el perfil de resistencia asociada a antimicrobianos de utilizacién clinica
para Enterococcus spp. mediante pruebas de sensibilidad in vitrocualitativas y
cuantitativas

OBJETIVO 4

Detectar los fenotipos de resistencia a glucopéptidos en losenterococos
recuperados
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MATERIALES Y METODOS
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1. OBJETIVO 1

Aislar y caracterizar fenotipicamente a nivel de especie enterococos recuperados
de alimentos de origen céarnico y lacteo elaborados en un area rural del Centro de

la Provincia de Buenos Aires, Argentina
1.1. Periodo y area de estudio

El presente estudio fue de tipo observacional, prospectivo y transversal. El mismo
se realizé durante el periodo 2009-2012 en la regién del Centro de la Provincia de
Buenos Aires, en el area geografica comprendida por el Partido de Tandil (Figura
13).
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Figura 13. Region bajo estudio del Centro de la Provincia de Buenos Aires.
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Fuente: el autor.
1.2. Toma de muestras

Se estudiaron muestras de alimentos carnicos y lacteos artesanales tomadas en
formarepresentativa a través de un muestreo probabilistico aleatorio simple de
diferentes establecimientos rurales dedicados a la elaboracion artesanal(EEZR),
en el Partido de Tandil; de establecimientos comerciales de la zona céntrica
(ECZC) y de la zona periférica (ECZP) de la ciudad de Tandil.Se incluyeron los
cuatro periodos estacionales.La obtencién de las muestras se efectudé siguiendo
las recomendaciones del Compendium of Methods for the Microbiological
Examination of Food (2001).

Los criterios de inclusion para la toma de muestras fueron los siguientes:
alimentos de origen bovino, ovino, porcino y caprino, elaborados artesanalmente,
provenientes del Partido de Tandil de la Provincia de Buenos Aires. Quedaron
excluidos los alimentos artesanales del mismo origen que no fueron elaborados en

la zona bajo estudio (Partido de Tandil).

Durante el periodo del estudio se efectuaron seis series de muestreo de
productos lacteos y carnicos. La poblacion quedd conformada por N =1937
muestras de alimentos de origen animal elaborados artesanalmente (Tabla 1). Se
registraron variaciones cuantitativas en la toma de muestras de leche de cabra,
queso de cabra y queso de oveja,como consecuencia de factores vinculados con

el patrdn estacional de elaboracion y la consiguiente asequibilidad de los mismos.

Tabla 1. Distribucién de alimentos carnicos y lacteos obtenidos en cada serie de muestreo.

Serie
Alimento Primera Segunda Tercera  Cuarta Quinta Sexta Total (n)
Salamin 18 30 123 177 120 174 642
Carne 18 60 246 327 201 228 1080
picada
Leche de 30 0 0 0 0 0 30
cabra
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Queso 0 42 0 0 0 0 42
de cabra

Queso 15 40 8 16 16 24 119
de vaca

Queso 0 0 4 4 0 16 24
de oveja
Total (N) 81 172 381 524 337 442 1937

1.2.1. Salamin artesanal

Se estudié un total de n =642salamines artesanales. Primera serie de muestreo:
se seleccionaron tres salamines/lote de dos lotes/establecimiento, en tres
establecimientos rurales dedicados a la elaboracién artesanal de productos
(EEZR1-EEZR3).Segunda serie de muestreo: cinco salamines/lote de dos
lotes/establecimiento, obtenidos en los establecimientos rurales EEZR1-EEZRS.
Tercera serie de muestreo: en cinco establecimientos comerciales de la zona
céntrica (ECZC1-ECZC5), se recolectaron tres salamines/lote de cinco
lotes/establecimiento y en cuatro establecimientos comerciales de la zona
periférica de Tandil (ECZP1-ECZP4), tres salamines/lote originados de cuatro
lotes/establecimiento seleccionados. Cuarta serie de muestreo: tres salamines/lote
de siete lotes/establecimiento, procedentes de cinco establecimientos comerciales
de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y tres salamines/lote, de seis
lotes/establecimiento adquiridos en cuatro establecimientos comerciales de la
zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP4). Quinta serie de muestreo: tres
salamines/lote, cuatro lotes/establecimiento, de cinco establecimientos
comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y tres salamines/lote, cinco
lotes/establecimiento, de cuatro establecimientos comerciales de la zona periférica
de Tandil (ECZP1-ECZP4). Sexta serie de muestreo: tres salamines/lote, de seis
lotes/establecimiento, a partir de cinco establecimientos comerciales de la zona
céntrica (ECZC1-ECZC5) y tres salamines/lote, de siete lotes/establecimiento,
recolectados en cuatro establecimientos comerciales de la zona periférica de
Tandil (ECZP1-ECZP4).
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1.2.2. Carne picada

Se estudiaron n =1080 muestras de carne picada para elaboracion de

hamburguesas.

Primera serie de muestreo: tres muestras/establecimiento adquiridas en tres
establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC3) y en tres
establecimientos comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP3).
Segunda serie de muestreo: tres muestras/establecimiento recolectadas en cinco
establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y en cinco
establecimientos comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP5).
Tercera serie de muestreo: tres muestras/lote, de diez lotes/establecimiento en
cinco establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y en
cuatro establecimientos comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-
ECZP4) se obtuvieron tres muestras/lote, de ocho lotes/ establecimiento. Cuarta
serie de muestreo: tres muestras/lote, de 13 lotes/establecimiento, proporcionadas
por cinco establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) junto
con tres muestras/lote de 11 lotes/establecimiento en cuatro establecimientos
comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP4). Quinta serie de
muestreo: tres muestras/lote a partir de siete lotes/establecimiento, seleccionados
en cinco establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y tres
muestras/lote, adquiridas de ocho lotes/establecimiento en cuatro establecimientos
comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP4). Sexta serie de
muestreo: tres muestras/lote, ocho lotes/establecimiento, de cinco
establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZC1-ECZC5) y tres
muestras/lote, de nueve lotes/establecimiento, provenientes de cuatro
establecimientos comerciales de la zona periférica de Tandil (ECZP1-ECZP4).

1.2.3. Leche de cabra

Se obtuvieron n =30muestras de leche de cabra de tres establecimientos
agropecuarios elaboradores de quesos de cabra artesanales (EEZRqci-
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EEZqc3)de la zona rural del Partido de Tandil, Prov. Bs. As. Se seleccionaron diez

muestras por establecimiento.
1.2.4. Queso de cabra artesanal

Se recolectaron n =42quesos de cabra en siete establecimientos agropecuarios
elaboradores de quesos de cabra artesanales (EEZRqc1-EEZqc7) de la zona rural

del Partido de Tandil. Se obtuvieron seis quesos/establecimiento.
1.2.5. Queso de vaca artesanal
Se procesaron n =119 quesos de vaca en total.

Primera serie de muestreo: se seleccionaron cinco quesos/establecimiento en
tres establecimientos elaboradores de quesos de vaca artesanales (EEZRqv1-
EEZRqv3). Segunda serie de muestreo: se  adquirieron  ocho
quesos/establecimiento en cinco establecimientos elaboradores de quesos de
vaca artesanales (EEZRqv1-EEZRqv8). Tercera serie de muestreo: dos
quesos/lote, de un lote/establecimiento en dos establecimientos comerciales de la
zona céntrica (ECZCqv1-ECZCqv2) y dos quesos/lote, un lote/establecimiento, en
dos establecimientos comerciales de la zona periférica (ECZPqv1-ECZCqv2).
Cuarta serie de muestreo: dos quesos/establecimiento, dos lotes/establecimiento,
en dos establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZCqv1-ECZCqv2) y
dos quesos/establecimiento, dos lotes/establecimiento, en dos establecimientos
comerciales de la zona periférica (ECZPqv1-ECZCqv2) Quinta serie de
muestreo:dos quesos/establecimiento, dos lotes/establecimiento, en dos
establecimientos comerciales de la zona céntrica (ECZCqv1-ECZCqv2) y dos
quesos/establecimiento, dos lotes/establecimiento, en dos establecimientos
comerciales de la zona periférica (ECZPqv1-ECZCqv2). Sexta serie de muestreo:
dos quesos/lote, obtenidos de tres lotes/establecimiento en dos establecimientos
comerciales de la zona céntrica (ECZCqvi-ECZCqv2) y dos quesos/lote,
obtenidos de tres lotes/establecimiento en dos establecimientos comerciales de la
zona periférica (ECZPqv1-ECZCqv2).
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1.2.6. Queso de oveja artesanal
Se estudiaron n =24 quesos de oveja artesanales.

En la primera, segunda y tercera series de muestreo no se obtuvieron muestras
de queso de vaca. Tercera serie de muestreo: dos muestras de un lote en un
establecimiento comercial de la zona céntrica (ECZcqvi) y de un lote en un
establecimiento comercial de la zona periférica (ECZPqv1). Cuarta serie de
muestreo: dos muestras de un lote en un establecimiento comercial de la zona
céntrica (ECZcqvl) y de un lote en un establecimiento comercial de la zona
periférica (ECZPqv1). Sexta serie de muestreo: dos muestras/lote, de dos
lotes/establecimiento en dos establecimientos comerciales de la zona céntrica
(ECZCqv1-ECZCqv2) y en dos establecimientos comerciales de la zona periférica
(ECZPqgv1-ECZCqv2).

1.3. Procesamiento de las muestras
1.3.1. Obtencion de homogenatos a partir de productos carnicos y lacteos
artesanales

1.3.1.1. Salamin artesanal

Se pesaron en condiciones de esterilidad 10 g de salamin artesanal y transfirieron
a un recipiente plastico estéril con tapa a rosca de cierre hermético. Luego se llevd
a un volumen final de 100 mL utilizando como diluyente Agua Peptonada (Lab.
Britania, Argentina) estéril 1,5% p/v. Se agregé Tween 80 (1,0%) para favorecer la
disolucion de la materia grasa presente. La solucidon se homogeneizé utilizando un

agitador mecanico Vicking M23 durante 25 min a 245 rpm.
1.3.1.2. Carne picada

Se pesaron en condiciones de esterilidad 10 g de carne picada y se transfirieron a
un recipiente plastico estéril con tapa a rosca de cierre hermético. Luego se llevo a
un volumen final de 100 mL utilizando como diluyente Agua Peptonada estéril

1,5% p/v. No se agregé Tween 80 a aquellas muestras de bajo tenor graso. La
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solucién se homogeneizé utilizando un agitador mecéanico Vicking M23 durante 18

min a 245 rpm.
1.3.1.3. Leche de cabra

Debido a su naturaleza liquida las muestras de leche de cabra fueron
procesadas directamente. No se les agregé diluyente o Tween 80. No fueron

sometidas a agitacibn mecanica.

1.3.1.4. Queso de vaca artesanal, queso de cabra artesanal y queso de oveja

artesanal

Se pesaron en condiciones de esterilidad 10 g de queso y se transfirierona una
bolsa plastica estéril con cierre hermético. Se completé a un volumen final de 100
mL utilizando como diluyente Agua Peptonada estéril 1,5% p/v. Como la variedad
de quesos en estudio contenia un alto porcentaje de materia grasa se agregé al
diluyente Tween 80 (1,0%). Para favorecer la disgregacion de la muestra y la
accion del detergente, se homogeneizé la mezcla utilizando un instrumento
mecanico de mayor potencia (Stomacher 400, Lab System). Se realizaron tres

ciclos de mezclado a velocidad media durante 60 s.

1.4. Caracterizacion fenotipica de aislamientos de enterococos

1.4.1. Aislamiento inicial a partir de homogenatos de productos carnicos y lacteos

1.4.1.1. Preparacion de diluciones

Se realizaron diluciones apropiadas de los homogenatos de productos carnicos y
lacteos, utilizando Agua Peptonada estérii 0,1% p/v como diluyente. Se
consideraron las diluciones en las que se obtuvieron recuentos comprendidos en
un rango de 30 a 300 colonias en Agar Tripteina Soya (TSA; Lab. Britania) luego
de incubar a 35°C durante 48 h.

1.4.1.2. Aislamiento inicial a partir de homogenatos
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Para el aislamiento inicial a partir de los homogenatos de productos carnicos y
lacteos, se utilizéel medio de cultivo Agar Bilis Esculina Azida (BEA; Lab. Britania).

Se realizaron cultivos en profundidad de las diluciones preparadas a partir de los
homogenatos de productos artesanales de origen animal. Se inocularon en placas
de Petri estériles alicuotas de 1,0 mL de cada diluciéon y se agregaron 20 mL de
agar BEA estéril disuelto a 44°C. Se agitdé suavemente la placa de Petri para
favorecer la homogeneizacion de la alicuota y el medio de cultivo. Una vez
solidificado el agar se llevo a estufa de cultivo para incubacion a 35°C durante 48

h en atmaésfera ordinaria.
1.4.2. Obtencion de cultivos puros

A partir de cada colonia presuntiva de enterococo desarrollada en Agar BEA se
realizaron dos repiques sucesivos con incubacion a 35°C durante 24 h en caldo
infusién cerebro-corazon (BHI, Lab. Britania) y posteriormente un cultivo en medio
solido, TSA, a 35°C durante 24 h.

1.4.3. Conservacion y recuperacion de aislamientos

Los aislamientos compatibles con enterococos recuperados de alimentos se
almacenaron en caldo BHI-glicerol 30 % v/v en tubos estériles a -20°C y a -70°C,
por duplicado, para su posterior caracterizacién fenotipica.

Los aislamientos almacenados fueron descongelados en heladera a 4°C y
posteriormente llevados a temperatura ambiente. Luego fueron inoculadas en

medios de cultivo adecuados para realizar la caracterizacion fenotipica.
1.4.4. Caracterizacidénfenotipica a nivel de género y especie

La caracterizacién fenotipica a nivel de género y de especiese realiz6 a partir de
los cultivos puros en TSA siguiendo las recomendaciones de Facklam & Collins
(1989), Bergey's Manual of determinative bacteria (1994) y Sparo & Mallo (2001).

1.4.4.1. Coloracion de Gram
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La morfologia bacteriana se investigd mediante la realizacion de la coloracién de
Gram y observacién al Microscopio Optico (1000X). En caso de encontrar la
disposicion esperada se continu6 con las pruebas de tipificacion. Como controles
de la coloracion se utilizaron las cepas de referencia E. faecalis ATCC 29212
(Gram positivo), y Escherichia coli ATCC 25922(Gram negativo).

1.4.4.2. Produccidon de catalasa

La produccion de la enzima bacteriana catalasa se evalud utilizando el método
en portaobjetos con perdxido de hidrégeno. Una colonia del aislamiento en estudio
desarrollado en agar nutritivo, luego de incubar a 35°C durante 24 h, se transfirié
con ansa estéril a un portaobjetos limpio de vidrio. Se agreg6 sobre la colonia una
gota de perdxido de hidrogeno 3% v/v. Para mejorar la visualizacién, la reaccién
se realizd sobre fondo oscuro. El desarrollo de burbujas se consideré como un
resultado positivo. La ausencia de burbujas fue considerada como un resultado
negativo. Como controles de reaccidon se emplearon las cepas de referencia
Staphylococcus aureus ATCC 25923 (productor de catalasa) y E. faecalis ATCC

29212 (no productor de catalasa).
1.4.4.3. Desarrollo en caldo con cloruro de sodio 6,5% p/v

El género Enterococcuspuede desarrollar en medios de cultivo que contienen
NaCl 6,5% p/v. Se inocularon 0,2 mL de un cultivo fresco en caldo BHI; del
aislamiento en estudio (incubado a 35°C durante 18 h) en 2,0 mL de caldo BHI
estéril al que se le agregd previamente cantidad suficiente de cloruro de sodio
para obtener una concentracién final de 6,5% p/v. Se incubd a 35°C durante 48 h
en atmésfera ordinaria. Transcurrido este tiempo se observd si hubo desarrollo
bacteriano manifestado por turbidez del medio de cultivo (prueba positiva) o
ausencia de desarrollo indicada por la no turbidez del caldo (prueba negativa).
Como control de reactivo, se incubd en las mismas condiciones y en forma
simultanea un tubo con 2,0 mL de caldo BHI al que se le agreg6 cloruro de sodio
6,5% p/v, sin indculo bacteriano. La ausencia de turbidez indic6 la ausencia de
desarrollo bacteriano. Cepas de referencia utilizadas como controles: E. faecalis
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ATCC 29212 (control positivo) y Streptococcus gallolyticus ATCC 9809 (control

negativo).
1.4.4.4. Hidrdlisis de esculina en presencia de 40% de bilis

Esta prueba se realizé en el medio de cultivo Agar BEA. Se trata de un medio de
cultivo selectivo y diferencial para el aislamiento e identificacién de enterococos.
La bilis y la azida actian como agentes selectivos pues inhiben el desarrollo de la
microbiota acompanante. A partir de un cultivo bacteriano fresco en TSA durante
18 h a 35°C se tomaron cuatro colonias aisladas y se sembraron en agar BEA. Se
incubd a 35°C durante 18 h en atmoésfera ordinaria. El desarrollo de coloracion
“negruzca” se consider6 como resultado positivo. Como controles de reaccién se
utilizaron las cepas de referencia E. faecalis ATCC29212 (control positivo) y E.
coli ATCC 25922 (control negativo).

1.4.4.5. Actividad de pirrilidonil arilamidasa

Se determiné la presencia de la enzima L-pirrolidonil arilamidasa a través de su
accién sobre el sustrato pirrolidonil-beta-naftilamida. Se utilizé el equipo comercial
PYR-A-ENT (Lab. Britania).A partir de un cultivo fresco a 35°C durante 18 h en
TSA del aislamiento en estudio, se realizé6 una suspensidén densa (equivalente al
tubo 2 de la escala de McFarland) en 0,05 mL de solucion fisiologica estéril. Se
agreg6 un disco de PYR-A-ENT, incubando luego a 35°C durante 30 min. Se
agregd una gota de reactivo revelador y se procedié a la lectura luego de incubar a
temperatura ambiente durante 5 min. La prueba se consider6 positiva al observar
coloracion “rosada” en el disco. Se consideré como resultado negativo cuando la
suspensioén y/o el disco permanecieron incoloros o de color amarillo. Controles de
reaccion: E. faecalis ATCC 29212 (control positivo) y S. agalactiae ATCC 13813
(control negativo).

1.4.4.6. Fermentacion de hidratos de carbono

Se estudi6 en los aislamientos el perfil de fermentacién de hidratos de carbono.

Los azucares ensayados fueron: glucosa, melibiosa, adonitol, rafinosa, lactosa,
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melezitosa, ramnosa, manitol, sorbitol, arabinosa, sorbosa, trehalosa, xilosa y

sacarosa.
1.4.4.6.1. Preparacion de las soluciones de hidratos de carbono 10% p/v

Para cada hidrato de carbono se esterilizaron en autoclave, a 121°C durante 15
min, 50 mL de agua destilada en envase de vidrio. Una vez enfriado, se agregaron
5,0 g de hidrato de carbono y se agitdé hasta disolucién completa. Se agregaron 5
mL de cloroformo, seguido por agitacion vigorosa. Se ajusté a pH: 7,2 y se
almacend a 4°C en heladera. Para utilizar la solucion, se sac6 de la heladera 20

min antes de comenzar la prueba.
1.4.4.6.2. Reaccion de fermentacion de hidratos de carbono

La reaccion se realizé a partir de un cultivo fresco de los aislamientos en TSA,
luego de incubar a 35°C durante 18 h. Se trabajé con tres tubos, cada uno
conteniendo 2,25 mL de medio de cultivo base estéril, Cisteina Tripteina Agar
(CTA, Lab. Britania). Este medio de cultivo contiene un indicador de pH que vira
de color dependiendo de las condiciones acido-base. La fermentacion de los
hidratos de carbono produce la acidificacion del medio con viraje del indicador.

En el tubo 1 se inocularon con pinche colonias de la bacteria en estudio,

correspondiendo al control de medio de cultivo.

En el tubo 2 se re-disolvid el agar base y se agregaron 0,25 mL de la solucion de
hidrato de carbono 10% p/v cuando el agar llegdé a 44 °C. Este tubo correspondio

al control de reactivo.

En el tubo 3 se re-disolvié el CTA y se agregaron 0,25 mL de la solucién de
hidrato de carbono 10% p/v cuando el agar base alcanzd una temperatura de 44

°C. Una vez solidificado el agar se inocularon colonias del aislamiento en estudio.

Los tubos se incubaron a 35°C durante 7 dias en atmésfera ordinaria y fueron
revisados diariamente. La reaccién fue considerada positiva cuando se observo

desarrollo y el medio de cultivo vir6 del color rojo inicial hacia amarillo. Los
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resultados se consideraron validos cuando los controles de medio de cultivo y de
reactivo fueron negativos. Como controles de reaccion se utilizaron las cepas de
referencia E. aviumATCC 14025, E. durans ATCC 19432, E. faecalis ATCC 29212,
E. faecium ATCC 35667, E. gallinarum ATCC 700425, E. hirae ATCC 8043 y E.
raffinosus ATCC 49427.

1.4.4.7. Utilizacion de piruvato de sodio

Esta determinacion se fundamenta en que ciertas especies de enterococos
pueden utilizar piruvato de sodio y producen el viraje del indicador de pH presente

en el medio de cultivo.
1.4.4.7.1. Preparacion de la solucion de piruvato de sodio 10% p/v

Se esterilizaron en autoclave (121°C, 20 min) 50 mL de agua destilada en un
recipiente de vidrio. Una vez enfriado, se agregaron 5,0 g de piruvato de sodio
(Lab. Britania) y se agitd6 hasta disolucion completa. Se agregaron 5,0 mL de
cloroformo, seguido por agitacion vigorosa. Se ajustd a pH: 7,2 y se almacend a
4°C en heladera. Para utilizar la soluciéon, se la sacé 20 min antes de forma que

alcanzara la temperatura ambiente.
1.4.4.7.2. Desarrollo de la reaccion

La reaccion de utilizacion de piruvato de sodio se realizé a partir de un desarrollo
en TSA, luego de incubar a 35°C durante 18 h. Se trabajé con tres tubos, cada

uno conteniendo 2,5 mL de CTA.

En el tubo 1 se inocularon con pinche varias colonias del aislamiento en estudio,

correspondiendo al control de medio de cultivo.

En el tubo 2 se re-disolvié el agar base y cuando llegd a 44°C se agregaron 0,5
mL de la solucién de piruvato de sodio 10% p/v. Este tubo correspondié al control
de reactivo.
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En el tubo 3 se re-disolvié el CTA y cuando llegé a una temperatura de 44°C se
agregaron 0,5 mL de la solucién de piruvato 10% p/v. Una vez solidificado el agar

se inocularon varias colonias del aislamiento en estudio.

Los tubos se incubaron a 35°C durante 7 dias en atmosfera ordinaria y fueron
revisados diariamente. La reaccidon fue considerada positiva cuando se observo
desarrollo y el medio de cultivo viré del color rojo inicial hacia amarillo debido a su
acidificacion. Los resultados se consideraron como validos cuando los controles
de medio de cultivo y de reactivo fueron negativos (no se observé cambio de color
del medio). Se utilizaron como controles las cepas de referencia E. faecalis ATCC
29212 (control positivo) y E. faecium ATCC 35667 (control negativo).

1.4.4.8. Hidrdlisis de arginina

Dentro del género Enterococcus determinadas especies hidrolizan al aminoacido
arginina. Esta reaccion puede detectarse en medios como el CTA que contienen
indicadores que cambian de color debido a variaciones en el pH como

consecuencia de la hidrélisis de arginina.
1.4.4.8.1. Preparacion de la solucion de arginina 10% p/v

Se esteriliz6 en autoclave (121°C, 15 min) un frasco de vidrio con 50 mL de agua
destilada. Una vez enfriado, se agregaron 5,0 g de arginina (Anedra) y se agité
hasta disolucion completa. Se agregaron 5,0 mL de cloroformo, seguido por
agitacion vigorosa. Se ajusté a pH: 7,2 y se almacendé a 4°C en heladera. Se sac6

la solucién de la heladera 20 min antes de su utilizacién.
1.4.4.8.2. Desarrollo de la reaccion

La reaccion para evaluar la hidrolisis de arginina se realiz6 a partir de un
desarrollo en TSA, luego de incubar a 35°C durante 18 h. Se trabaj6 con tres
tubos, cada uno conteniendo 2,25 mL de CTA.

En el tubo 1 se inocularon con pinche varias colonias de la cepa en estudio,

correspondiendo al control de medio de cultivo.
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En el tubo 2 se re-disolvié el agar base y cuando llegé a 44°C se agregaron 0,25
mL de la solucién de arginina 10% p/v. Este tubo correspondié al control de

reactivo.

En el tubo 3 se re-disolvié el CTA y cuando llegd a una temperatura de 44°C se
agregaron 0,25 mL de la solucion de arginina 10% p/v. Una vez solidificado el agar

se inoculd el aislamiento en estudio.

Los tubos se incubaron a 35°C durante 7 dias en atmésfera ordinaria y fueron

revisados diariamente.

La reaccion fue considerada positiva cuando se observd desarrollo y viraje del
color rojo inicial hacia rosa fuerte, indicando alcalinizacion de medio de cultivo
debida a la hidrélisis de arginina. Los resultados se consideraron validos cuando
los controles de medio de cultivo y de reactivo fueron negativos. Para el control de
reaccion se emplearon las cepas de referencia E. faecium ATCC 35667 (control

positivo) y E. aviumATCC 14025 (control negativo).
1.4.4.9. Motilidad

Las especies E. casseliflavus y E. gallinarum presentan un patrén caracteristico
de motilidad en medios liquidos, que los diferencia de otros integrantes del género
Enterococcus. En caldo Tripteina Soya (TS, Lab. Britania) se prepard una
suspensidn de cada aislamiento en estudio, ajustando a un valor de DOg2o: 0,6. Se
transfirieron 0,05 mL de la suspensién a un tubo con 3 mL de caldo TS. Se incubé
a 35°C durante 2 h en atmdsfera ordinaria. Una gota de cultivo se coloc6 en un
portaobjetos limpio y se sellé6 con un cubreobjetos. Se observé en Microscopio de
Campo Oscuro (400X y 1000X). La prueba se consider6 positiva cuando se
observaron células con morfologia cocoide o cocos en cadena que mostraban
movilidad rapida y direccional. Las cepas inmoviles solamente presentaron
movimiento browniano. Se utilizaron las cepas de referencia E. gallinarum ATCC
700425 como control positivo y E. faecalis ATCC 29212 comocontrol negativo.

1.4.4.10. Produccion de pigmento

47



A partir de un cultivo puro en caldo BHI de cada aislamiento, se realiz6 una
siembra en agar nutritivo inoculando con ansa estéril. Se incubé a 35°C durante 18
h en atmésfera ordinaria. Se observé la presencia o ausencia de pigmento
tomando colonias con un hisopo estéril. Se utilizaron las cepas de referencia E.
casseliflavus ATCC 25788 (control positivo) y E. faecalis ATCC 29212 (control

negativo).
1.4.4.11. Tolerancia al telurito de potasio 0,04%

La prueba se realiz6 con un cultivo puro de cada aislamiento estudiado en caldo
BHI luego de incubar a 35°C durante 18 h. Se realiz6 una siembra masiva con
hisopo estéril sobre una placa de TSA y se agreg6 una tableta de telurito 0,04%
(Lab. Britania). Se incubé a 35°C durante 18 h en atmdésfera ordinaria. La reaccion
fue positiva cuando se observaron colonias “grises-negras” cerca del borde de la
tableta, correspondiendo a un didmetro de halo < 12 mm (cepa resistente a
telurito). Un resultado negativo se evidencid por el desarrollo de colonias
relativamente lejos del disco, observando un diametro de halo > 15 mm (cepa
sensible a telurito). Como controles de la reaccidon se utilizaron las cepas de
referencia E. faecalis ATCC 29212 (cepa resistente) y Streptococcus bovis ATCC
15351 (cepa sensible).

1.4.4.12. Formacion de acido en caldo con metil-a-D-glucopirandsido 1% y rojo de
fenol

Se preparé caldo BHI con metil-a-D-glucopiranésido 1% p/v y rojo de bromocresol
0,006% p/v. Se fracciond en alicuotas de 2,0 mL y se esterilizé en autoclave
durante 10 min. Se inoculé el caldo con una gota de un cultivo fresco de cada
aislamiento en caldo BHI. Se incubé a 35°C durante 7 dias, controlando cada 24 h.
El desarrollo de color amarillo indicé una reaccion positiva. Se utilizaron las cepas
de referencia E. casseliflavus ATCC 25788 como control positivo y E. faecalis
ATCC 29212 como control negativo.

1.4.5. Electroforesis vertical en gel de poliacrilamida
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Como técnica de referencia para la tipificacion a nivel de especie, se utilizo el
analisis de perfiles de proteinas solubles totales mediante electroforesis vertical en
gel de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuerdo a lo
descrito por Sparo et al. (2008).

1.4.5.1. Preparacion de extractos proteicos

Se obtuvieron cultivos frescos de los aislamientos estudiados en Agar Base
Columbia (ABC, Lab. Britania) con 5% v/v de sangre humana por incubacién a
35°C durante 24 h. Se realizd una suspension, equivalente al tubo 2 de la escala
de Mc Farland en 0,5 mL de una solucion acuosa de lisozima de 10 mg mL™"
(Sigma, Argentina). Las suspensiones se incubaron en bafio de agua a 37°C
durante 2 h con agitacién intermitente.

Los extractos proteicos fueron obtenidos mediante la mezcla de una parte de la
suspensidn bacteriana con lisozima y una parte del buffer de muestra conteniendo:
Tris-HCI 0,5 M, pH 6.8, SDS 4% pl/v, glicerol 20% v/v, 2-mercaptoetanol 10% v/v y
azul de bromofenol 0,001% p/v; se llevd la muestra a bafo hirviente por 5 min. Se

fraccioné en alicuotas y se llevo a -20°C para su posterior analisis.
1.4.5.2. Corrida electroforética

Para las corridas electroforéticas se utilizé el sistema de electroforesis vertical
Mini Protean Il (Bio Rad), siguiendo el protocolo propuesto por Merquior et al.
(1994).

Se prepararon dos geles: un gel concentrador de acrilamida 4% p/v (Tris-HCI
0,125 M, pH: 6,8) y un gel separador de acrilamida 10% p/v (Tris-HCI 0,375 M, pH:
8,8). Los geles se polimerizaron en presencia de N, N, N, N
tetrametiletilendiamina (TEMED) 0,1% v/v, y una solucién fresca de persulfato de
amonio (APS) 0,5 % p/v. Las corridas se efectuaron a un voltaje constante de 20
mA, hasta la salida del frente de avance de los colorantes. El buffer de corrida
utilizado contenia Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM y SDS 0,1% p/v.

1.4.5.3. Tincion de proteinas
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La tincién de proteinas se llevd a cabo sumergiendo los geles de acrilamida
durante una hora en una solucién conteniendo Azul de Coomassie 25% p/v, acido
acético glacial 10% v/v y metanol 30% v/v. Transcurrido el tiempo de coloracién,
se limpid el gel con agua destilada durante 2 min para eliminar los excedentes de

la solucién de tincion.
1.4.5.4. Decoloracionde geles

El exceso de colorante se eliminé por lavados sucesivos con una mezcla de
acido acético glacial 10% v/v y metanol 10% v/v. El proceso de revelado de
bandas se realizd durante 12 h.

1.4.5.5. Secado y conservacion de geles

Para comenzar con el secado se lavo varias veces el gel con agua bidestilada.
Luego se dejé empapar el gel y las hojas de celofan a utilizar con la solucion de
secado durante toda una noche. Se colocé una hoja de celofan, empapada en la
solucién de secado, en la parte inferior del gel y otra en la parte superior. Se
sacaron las burbujas y el exceso de solucion de secado con papel absorbente. Se
dej6é secar a temperatura ambiente durante 5-7 dias. El secado y la conservacién

de los geles se llevaron a cabo con papel celofan Hoeffer.

La preparacion de los reactivos necesarios para las corridas de SDS-PAGE se

encuentra detallada en elApéndice 1.
1.4.5.6. Analisis de geles de poliacrilamida

El perfil obtenido se analiz6 comparando visualmente con el patrén de bandas
de cepas de referencia ATCC, observando en un transiluminador. Se realizd un
analisis densitométrico a cada perfil proteico obtenido empleando el software
Image Pro and Origin 6.0. El porcentaje de homologia se calculé utilizando el
coeficiente de Dice (Dice 1945).

1.4.5.7. Cepas de referencia utilizadas para SDS-PAGE
En la Tabla 2 se observan las cepas de referencia utilizadas para esta técnica.
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Tabla 2. Cepas de referencia utilizadas para electroforesis vertical en gel de poliacrilamida.

Cepa Origen

E. aviumATCC 14025 N/D?

E. casseliflavus ATCC 25788 Vegetal

E. cecorum ATCC 43198 Ciego de pollo
E. columbae ATCC 51263 Higado de pollo
E. dispar ATCC 51266 Humano

E. durans ATCC 19432 N/D

E. faecalis ATCC 29212 Humano

E. faecium ATCC 35667 N/D

E. flavescens ATCC 49996 Humano

E. gallinarum ATCC 700425 N/D

E. hirae ATCC 8043 N/D

E. malodoratus ATCC 43197 Queso Gouda
E. mundtii ATCC 43186 Suelo

E. porcinus/villorum ATCC 700913  Porcino

E. pseudoavium ATCC 49372 Bovino

E. raffinosus ATCC 49427 Humano

E. saccharolyticus ATCC 43076 Heno

E. seriolicida ATCC 49156
E. solitarius ATCC 49428
E. sulfureus ATCC 49903

Higado de pescado
N/D
N/D

N/D: no declarado por ATCC

Fuente: American Type Culture Collection (ATCC)

2. OBJETIVO 2

Detectar la expresién de distintos factores de virulencia en los aislamientos de

Ennterococcus spp.

2.1. Obtencidn de cultivos puros

Para el estudio de la expresion de factores de virulencia se reactivaron las
cepas almacenadas en caldo BHI-glicerol 30% v/v mediante tres repiques
sucesivos en caldo BHI a 35°C durante 18 h. A partir del ultimo repique se obtuvo
un cultivo puro en TSA incubando a 35°C durante 18 h en atmésfera ordinaria.
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2.2. Deteccion de produccion de hemolisina

Los aislamientos se repicaron a caldo BHI y se incubaron a 35°C durante 18 h.
Luego se repico a ABC con 5% v/v de sangre humana desfibrinada conteniendo
los cuatro grupos sanguineos. Se incub6é a 35°C durante 48 h en atmédsfera
ordinaria. Se observo la presencia de hemolisis completa (), hemdlisis parcial (a)
o ausencia de hemdlisis (y) alrededor de las colonias bacterianas. Como control
positivo se utilizé la cepa E. faecalis DS16 (Gilmore Collection, USA) y como
control negativo la cepa E. faecalis CECT 7121 (Sparo et al. 2008).

2.3. Deteccion de gelatinasa

A partir del cultivo primario en TSA se repicd en caldo BHI y se incub6 a 35°C
durante 18 h. Se inocularon 0,05 mL del cultivo en agar nutritivo suplementado con
leche en polvo descremada 1,5% p/v y se incub6 a 35°C durante 48 h en
atmdésfera ordinaria. La prueba fue considerada positiva cuando se observo
hidrélisis del medio de cultivo manifestada por la presencia de un halo claro
alrededor de las colonias. La cepa E. faecalis JH2-2 (Gilmore Collection, USA) fue
utilizada como control positivo y la cepa E. faecalis CECT 7121 como control
negativo (Sparo et al. 2008).

2.4. Produccion de Sustancia Agregativa

La produccién de Sustancia Agregativa se estudi® mediante el ensayo de
aglutinacion en presencia de feromona sexual siguiendo el protocolo de Franz et

al. (2001) con modificaciones.

La feromona sexual se obtuvo por cultivo de la cepa productora de feromonas,
E. faecalis JH2-2, en caldo BHI a 37°C durante 18 h. Luego de centrifugar a
13.000 g se obtuvo un sobrenadante que contenia feromona, se lo esteriliz6 en
autoclave durante 15 min y se diluyd 1/5 en caldo BHI estéril.

Luego se inocularon volumenes iguales de la cepa en estudio y de la cepa E.
faecalis JH2-2 y se incubd a 37°C. Se observo la presencia de aglutinacion en
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Microscopio Optico (100X) a las 2, 4, 8 y 24 h. La cepa E. faecalis CECT 7121 fue

utilizada como control negativo de la produccién de feromona sexual.
2.5. Produccidn de biofilm en microplacas de poliestireno

A partir de un cultivo en caldo TS con glucosa 0,25% p/v, luego de incubar a 37
°C durante 24 h, se realiz6 una dilucion 1/40 en caldo TS-glucosa 0,25% p/v. Se
realizaron in6culos (200 pL) en microplacas de poliestireno estériles. Las
microplacas se incubaron a 37°C durante 24 h en atmoésfera con CO25 % v/v. Se
lavaron las microplacas, tres veces, con 200 puL de buffer fosfato salino (PBS).
Luego las microplacas se secaron durante 18 h y, finalmente, el biofilm se tii6 con
cristal violeta 1% p/v, solubilizado en etanol:acetona (80:20). Se midi6 la DOsgs de
cada celda usando un lector de microplacas. Cada ensayo se realizé por triplicado
(Toledo Arana et al. 2001).

La cepa E. faecalis MMH594 (Huycke et al. 1991) se sutilizd como control
positivo de formacion de biofilm y como control negativo se empleé a la cepa E.
faecalis CECT 7121.

Con los valores de lectura a DOsgs se establecié un rango semi-cuantitativo de

resultados:

DOsgp < 1, no hubo formacion de biofilm. Resultado negativo (-).

1< DOsg < 2, formacion de biofilm. Resultado positivo débil (1+).

2< DOsg <3, formacion de biofilm. Resultado positivo moderado (2+).

DOsg0> 3, formacion de biofilm. Resultado positivo fuerte (3+).
2.6. Ensayo de resistencia a la opsonofagocitosis

La resistencia a la fagocitosis por leucocitos polimorfonucleares (PMNSs)
humanos se estudid mediante el ensayo de opsonofagocitosis de acuerdo al
protocolo de Hufnagel et al. (2003).
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Se mezclaron 100 pL de la cepa a ensayar viable (2 x 10’ mL™", confirmado por
recuento de viables), 100 pL de una suspensién de PMNs (2,6 x 10’ mL™), 100 pL
de suero normal de conejo (dilucién 1/500 en solucién fisiologica) y 100 uL de
suero humano normal adsorbido diluido 1/20 en solucion fisiolégica. Se incubé a
37°C durante 90 min y se sembraron muestras a tiempo 0 y después de 90 min.

El porcentaje de muerte se calcul6 comparando el recuento de colonias viables
en el inéculo (Tp) con el recuento luego de los 90 min de incubacion a 37°C
(Teo).La cepa E. faecalis DS16 fue utilizada como control positivo (resistencia a la

opsonofagocitosis por PMNs humanos).
2.7. Resistencia al efecto bactericida del suero normal

Se evalud la actividad bactericida del suero normal sobre las cepas estudiadas
segun el protocolo de Pelkonen & Finne (1987). Se preparé un pool de sueros
humanos normales mediante tratamiento térmico a 56°C durante 30 min y se
agregd etilenglicol 10 mM y MgCl, 5mM para inactivar la via clasica del
Complemento. Se mantuvo a 4°C hasta su utilizacion. Luego un cultivo de cada
aislamiento en estudio obtenido por incubacién durante 18 h en caldo BHI, se
diluy6 1/10 en caldo BHI fresco. Se incubé a 37°C durante 90 min y se centrifugé a
1500 g durante 15 min, a 4°C. El sedimento se resuspendié en PBS(pH: 7,4)
diluyendo hasta una concentracién del orden de 10° UFC mL™. Se utilizé6 una
microplaca de 96 pocillos. Se inocularon 175 pL de PBS, 175 uL de suspension de
cada aislamiento y 100 uL del pool de sueros humanos normales. Luego de
mezclar durante 30 s en agitador mecanico se incub6 a 37°C. Se midi6 la
absorbancia a 630 nm a los 30, 60, 90, 120 y 180 min. En cada tiempo de lectura
se realizd un recuento de bacterias viables. Las cepas ensayadas se clasificaron
como sensibles, intermedias o resistentes al efecto bactericida del suero humano
normal, de acuerdo al esquema propuesto por Taylor (1974). Como control de
resistencia al efecto bactericida del suero fue utilizada la cepa E. faecalis DS16 y
como control de sensibilidad se empled a la cepa E. faecalis CECT 7121.

3. OBJETIVO 3
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Determinar el perfil de resistencia asociada a antimicrobianos de utilizacién clinica
para Enterococcus spp. mediante pruebas de sensibilidad in vitro cualitativas y

cuantitativas.

3.1. Pruebas cualitativas

3.1.1. Prueba de difusion en agar

El estudio de sensibilidad in vitro cualitativa se realizé mediante la prueba de
difusion en agar siguiendo las recomendaciones del Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI 2006).

Se obtuvo un in6culo de cada aislamiento en 3,0 mL de solucion fisiolégica
estéril 0,85 % p/v a partir de un cultivo fresco en TSA. Se ajusté la densidad de la
suspensién para lograr un inéculo de 1,5 x 108 UFC mL™, correspondiendo al tubo
0,5 de la escala de McFarland.

Se ensayaron los antimicrobianos ampicilina (10 pg), tetraciclina (30 pg),
cloranfenicol (30 ug), estreptomicina (alta carga, 300 ug), gentamicina (alta carga,
120 ug), eritromicina (15 ug), ciprofloxacina (5 pg), linezolid (30 pg), vancomicina
(30 pg) vy teicoplanina (30 pg). Los mono-discos utilizados fueron de potencia
certificada (Lab. Britania).

Un hisopo estéril se embebi6 en la suspensidn bacteriana y se inoculdé en Agar
Mueller-Hinton (MHA, Lab. Britania). Se colocaron los mono-discos de
antimicrobiano sobre la superficie del agar. Luego de incubar a 35°C durante 18 h
se realizé la medicidn de los diametros de los halos de inhibicion. Se interpretaron
los resultados como sensible (S), intermedio (l) o resistente (R), siguiendo las
recomendaciones del CLSI (CLSI 2012). Como control se utilizaron las cepas de
referencia S. aureus ATCC 25923, E. faecalis ATCC 29212 y E. faecalis ATCC
51299.

En la Tabla 3 se observan los puntos de corte para los antimicrobianos ensayados
mediante la prueba de difusidén en agar.

Tabla 3. Puntos de corte para los antimicrobianos ensayados mediante la prueba de difusién en agar.
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Categoria®

ATMP S | R
AMP N 2 — <16
TET >19 15-18 <14
CMP >18 13-17 <12
ERY >23 14-22 <13
CIP >21 16-20 <15
LZD >23 21-22 <20
VAN 217 15-16 <14
TEI 214 13-11 <10

%Los valores corresponden a los didmetros de halos de inhibicién, expresados en mm. S: sensible, I:
intermedio, R: resistente. ® ATM: antimicrobianos.
Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

El alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos se detecté mediante el siguiente
criterio de estratificacion de los diametros de halos de inhibicién:

-Halo de estreptomicina y/o gentamicina 6 mm: Resistente. Indica alto nivel de
resistencia a los aminoglucésidos. Predice ausencia de sinergia cuando se

asocian con agentes activos sobre la pared celular.

-Halo de estreptomicina y/o gentamicina 7-9 mm: indeterminado. Precisa

confirmacion con curvas de letalidad.

-Halo de estreptomicina y/o gentamicina = 10 mm: Sensible. Excluye alto nivel de
resistencia a los aminoglucésidos. Predice sinergia cuando se asocian con
agentes activos sobre la pared celular.

3.1.2. Produccién de B-lactamasa

La produccién de B-lactamasa se investigd mediante el método del disco de
nitrocefin (BBL). En un portaobjetos se coloc6 un disco de nitrocefin y se hidrato
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con una gota de agua destilada estéril. Se tomaron colonias con ansa estéril de un
cultivo puro de cada aislamiento en TSA y se colocaron sobre el disco. La prueba
fue considerada positiva cuando se observé la aparicidon de color amarillo o rojo en
el area del disco que contenia las colonias bacterianas. La cepa de referencia S.
aureus ATCC 29213 fue utilizada como control positivo de reaccién y la cepa E.

faecalis CECT 7121 se empled como control negativo.

3.2. Pruebas cuantitativas

3.2.1. Determinacionde la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Para la determinacion de la CIM se utiliz6 el método de dilucién en agar,
siguieron las recomendaciones del CLSI (CLSI 2000).

Se preparo el indculo a partir de un cultivo fresco en TSA. Una vez alcanzada
una turbidez equivalente al tubo 0,5 de McFarland en solucién fisioldgica estéril, se
ajustd la concentracion para obtener un inéculo bacteriano de 1 x10* UFC mL"

final.

Se utilizaron drogas antimicrobianas de pureza analitica certificada. Se
realizaron diluciones seriadas al medio de los antimicrobianos, en el rango de
0,015 a 2048 pug mL™'. Para estudiar el ANRG se evalué a partir de 500 pg mL™'y
para ANRE desde 2048 ug mL™. Las diluciones de antimicrobiano se agregaron
en una proporcién 1/10 con respecto al MHA fundido cuando la temperatura fue
adecuada (50-55°C). Luego se sembraron 4 pL de la suspensién bacteriana sin
extender por el medio de cultivo (siembra en spot). Se incubd a 35°C durante 18 h
en atmésfera ordinaria. El valor de la CIM (ug mL™) correspondié a la placa con
menor concentracién de antimicrobiano en la cual se observé inhibicibn completa
de crecimiento visible. Se utilizaron las cepas E. faecalis ATCC 29212 y E. faecalis
ATCC 51299 como controles de la metodologia. En la Tabla 4 se muestran los

criterios de interpretacién para determinar la CIM en cepas de enterococos.

Tabla 4. Criterios de interpretacion para determinar la Concentracién Inhibitoria Minima.
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Categoria®

ATMP S I R
AMP s - 216
TET <4 8 216
CMP <8 16 232
ERY <0,5 1-4 =8
CIP <1 2 >4
LZD <2 4 28
VAN <4 8-16 232
TEI <8 16 232

%Los valores corresponden a concentracion de antimicrobianos expresada en pg mL”". S: sensible, I:
intermedio, R: resistente. ® ATM: antimicrobianos.
Fuente: Clinical and Laboratory Standards Institute (2012).

4. OBJETIVO 4

Detectar los fenotipos de resistencia a glucopéptidos en los enterococos
recuperados

4.1. Deteccion in vitro de resistencia intrinseca a vancomicina

Se estudio la expresion fenotipica de resistencia intrinseca a vancomicina. Se
inocularon10 pL de una suspensién bacteriana, en agar BHI con 6 ug mL™" de
vancomicina. Luego de incubar a 35°C durante 24 h se observo la presencia o
ausencia de desarrollo bacteriano. Como controles se utilizaron las cepas de
referencia E. casselliflavus ATCC 25788 (control positivo) y E. faecalis ATCC
29212 (control negativo).

4.2. Categorizacion de fenotipos de resistencia a glucopéptidos

Los resultados de las pruebas de difusion en agar y determinaciéon de CIM para
vancomicina y teicoplanina se utilizaron para categorizar los distintos fenotipos de
resistencia a glucopéptidos expresados por los aislamientos de enterococos
investigados.

5. Analisis estadistico de los resultados
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Para el analisis estadistico de los resultados se utiliz6 el programa SPSS versiéon
11.5 para Windows, aplicando la prueba estadistica Chi cuadrado (X?). Se
considerd estadisticamente significativo el hallazgo de valores de p< 0,05.

La correlacion entre la ocurrencia de resistencia a los antimicrobianos y factores

de virulencia fue calculada usando el test exacto de Fisher.

59



Apéndice 1
PREPARACION DE REACTIVOS PARA SDS-PAGE

1.1 Preparacion de geles

1.1.1. Gel separador 10% p/v

Agua destilada............c.cooiiiiiii 3,35 mL
Tris-HCI 0,375M (pH: 8,8)......cceivieieane, 2,5mL
SDS 10% P/V.eeiiiieiieee e 0,10 mL
Acrilamida/bis-acrilamida (30/08%).......... 3,3 mL

Esta solucién se mantuvo al vacio durante 15 min para desgasificarla, pues el
oxigeno es un potente inhibidor de la polimerizacion. Seguidamente se afadieron

los siguientes componentes:

APS 10% PN..vvveveee 0,05 mL

La solucién recién preparada se inyecté entre los vidrios de soporte del gel y se

dejé en reposo 30 min.

1.1.2. Gel concentrador 4% p/v

Aguadestilada.............c.oooiii 1,54 mL
Tris-HCI 0,125 M (pH: 6,8)......ceviviennn 0,625 mL
SDS 10 % PIV ceeeeeeieeeee e 0,025 mL
Acrilamida/bis-acrilamida (30/0.8 %).......... 0,335 mL
APS 10 % PV 0,0125 mL
TEMED. ... 0,005 mL
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El gel iniciador se inyecté entre los vidrios de soporte, sobre el gel separador y

previamente a su polimerizacion se coloco el peine para los carriles.
1.2. Soluciones para el gel

1.2.1. Buffer de corrida (10x)

Tris-HCL ... 0,25 M
Glicina......c.cocoviiiin 1,92 M
SDS.. 1% plv
pH: 8,3

1.2.2. Solucion para la muestra (5x)

Glicerol.........cooiviiiiiiinnn. 20% viv
B-mercaptoetanol................. 10 % viv
SDS.. 4 % plv
Tris-HClL ..o 0,5M

Azul de bromofenol................. 0,001 % p/v
pH: 6.8

1.2.3. Solucion de coloracion para tincion de geles

Azul de Coomassie GPB-R....................... 0,125¢g
Isopropanol............cooiiiiiiiiii 62, 5 mL
Acido acético glacial.................eiii. 25 mL

Agua destilada..............ooooi c.n.p 250 mL

1.2.4. Solucién de decoloracion
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Acido acético glacial................. 25 mL
Agua destilada........................ csp para 250 mL

1.2.5. Solucion de secado de geles

Glicerol.......ooveeiii .. 3mL
Metanol........................... 30 mL
Agua destilada.................. 67 mL
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RESULTADOS
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1. OBJETIVO 1

Aislar y caracterizar fenotipicamente a nivel de especie enterococos recuperados
de alimentos de origen céarnico y lacteo elaborados en un area rural del Centro de
la Provincia de Buenos Aires, Argentina

1.1. Caracterizacién fenotipica de aislamientos de enterococos

1.1.1. Aislamiento inicial a partir de homogenatos de productos carnicos y lacteos

La poblacién de alimentos de origen animal elaborados de forma artesanal
procesada fue N = 1937. En 215 muestras se recuperaron Enterococcus spp. a
partir de los medios selectivos (11,1%). Se detect6 una mayor positividad en
muestras de origen carnico (139/215) con respecto a las de origen lacteo (76/215).
Se observdé que el numero de muestras positivas fue variable segun el tipo de
alimento. Dentro de los productos carnicos el numero de muestras positivas fue
mayor para carne picada (86/139) que para salamin artesanal (53/139). Se
aislaron enterococos en los cuatro tipos de alimentos lacteos estudiados: queso de
vaca (50/76), queso de oveja (11/76), queso de cabra (8/76) y leche de cabra
(7/76).

1.1.2. Caracterizacionfenotipica a nivel de género y especie

Mediante pruebas bioquimicas fueron caracterizados fenotipicamente N = 252
aislamientos como Enterococcus spp., a partir de cultivos puros en TSA (Figura
14). En la totalidad se observo: presencia de cocos de coloracidn violeta (Gram
positivos) dispuestos en cadenas cortas, al Microscopio Optico (Figura 15 A);
ausencia de reaccion frente al agregado peroxido de hidrégeno3% v/v(prueba de
catalasa negativa); aparicién de turbidez en caldo BHI adicionado con cloruro de
sodio 6,5% p/v, indicando desarrollo bacteriano (Figura 15 B, desarrollo en caldo
con cloruro de sodio 6,5% p/v, positivo), desarrollo de colonias con coloracién
“negruzca” en Agar BEA (Figura 15 C, hidrdlisis de esculina en presencia de 40%

de bilis positiva); viraje de incoloro a “rosado” de los discos del equipo comercial
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PYR-A-ENT (Lab. Britania) para deteccion de actividad de pirrilidonil arilamidasa
(Figura 15 D, prueba positiva).

A - B

Figura 15. Pruebas bioquimicas para la caracterizacion fenotipica del género Enterococcus. A) Coloracion de
Gram. Cocos en cadena con coloracién violeta, observados al Microscopio Optico (1000X). B) Desarrollo de
turbidez de cultivo en caldo adicionado con cloruro de sodio 6,5% p/v. C) Cultivo en agar BEA. Desarrollo de

coloracion “negruzca”. D) Deteccién de actividad pirrilidonil arilamidasa. Prueba positiva (disco “rosado”).

Los aislamientos (N= 252) fueron caracterizados como pertenecientes a siete
especies del género Enterococcus. En la Tabla 5 se observa la distribucién de
especies de enterococos recuperados de productos carnicos y lacteos.

Tabla 5. Distribucion de especies de enterococos recuperados de productos carnicos y lacteos.
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Alimentos

Especie n° Carnicos Lacteos
E. faecalis 165 135 30
E. faecium 81 14 67
E. raffinosus 2 0 2
E. avium 1 0 1
E. durans 1 0 1
E. gallinarum 1 0 1
E. hirae 1 0 1
TOTAL 252 149 103

2n: nimero de aislamientos

Se observé una mayor frecuencia de recuperacién de enterococos en alimentos
carnicos (59,1%) que en productos lacteos (40,9%). La especie mas prevalente
fue E. faecalis (165/252, 65,5%) seguida por E. faecium (81/252, 32,1%). En
menor numero se aislaron E. raffinosus (0,8%), E. avium (0,4%), E. durans (0,4%),
E. gallinarum (0,4%) y E. hirae (0,4%).

E. faecalis fue la especie mas frecuentemente recuperada en alimentos de origen
carnico (p< 0,001). Sin embargo, E. faecium fue la especie aislada con mayor
frecuencia de alimentos de origen lacteo (p< 0,01), seguida por E. faecalis.

Productos carnicos

En la Tabla 6 se muestra la distribucion de enterococos recuperados de productos

carnicos.

Tabla 6. Distribucién de enterococos recuperados de productos carnicos.

Carne picada

Especie Salamin (%) (%) TOTAL
E. faecalis 47 (81) 88 (96,7) 135
E. faecium 11 (19) 3(3,3) 14

TOTAL 58 91 149

En productos carnicos se recuperaron n = 149 aislamientos de Enterococcus spp.
La distribucion fue la siguiente: E. faecalis, 135/149 (90,6%) y E. faecium, 14/49
(9,4%). En muestras de carne picada se aislé el 61,1% de los enterococos de
origen carnico y el 38,9% se recuperd de muestras de salamin. La relaciéon E.
faecalis/E. faecium fue menor en salamin (4:1) que en carne picada (29:1). En

66



salamines artesanales y carne picada no se aislaron E. raffinosus,E. avium, E.

durans, E. gallinarum o E. hirae.
Productos lacteos

Se recuperaron n = 103 enterococos de productos lacteos (Tabla 7). Los
aislamientos de origen lacteo provinieron de queso de vaca (50,5%), queso de
oveja (29,1%), queso de cabra (13,6%) y leche de cabra (6,8%).

Tabla 7. Aislamientos de enterococos recuperados de productos lacteos.

Leche de Queso de Queso de Queso de
Especie cabra (%) cabra (%) oveja (%) vaca (%) TOTAL (n)
E. faecalis 4 (57,1) 6 (42,9) 6 (20) 14 (26,9) 30
E. faecium 1(14,3) 8 (57,1) 22 (73,4) 36 (69,3) 67
E. raffinosus 2 (28,6) 0 0 0 2
E. avium 0 0 1(3,3) 0 1
E. durans 0 0 0 1(1,9 1
E. gallinarum 0 0 0 1(1,9) 1
E. hirae 0 0 1(3,3) 0 1
TOTAL (N) 7 14 30 52 103

En leche de cabra la relacién E. faecalis/E. faecium fue de 4:1, mientras que en
queso de cabra fue de 2:3. La leche de cabra fue en el Unico alimento lacteo en el
que se recuperd un mayor porcentaje de E. faecalis que de E. faecium.

En los productos lacteos se recuperaron especies de Enterococcus spp. distintas
a E. faecalis y E. faecium:2/103 (2%) aislamientos de E. raffinosus; 1/103 (1%), E.
avium; 1/103 (1%), E. gallinarum;1/103 (1%), E. durans;1/103 (1%), E. hirae. Los
aislamientos de estas especies presentaron distintas prevalencias de acuerdo al
alimento de origen: 2/7 (28,6), E. raffinosus en leche de cabra;1/30(3,3%), E.
avium en queso de oveja; 1/52 (1,9%), E. gallinarum en queso de vaca; 1/52
(1,9%), E. durans en queso de vaca;1/30(3,3%), E. hirae en queso de oveja. En
quesos de cabra no se aislaron especies del género Enterococcus distintas a E.
faecalis y E. faecium. La mayor diversidad de especies se observé en queso de
oveja (cuatro especies), queso de vaca (ires especies) y leche de cabra (tres
especies).
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La prevalencia de Enterococcus spp. mostré variabilidad de acuerdo a la especie

y al tipo de producto del cual se realizaron los aislamientos.

Se recuperé E. faecalis en: 16,7% de las muestras de queso de oveja, 13,3% de
las muestras de leche de cabra, 11,8% de muestras de queso de vaca, 9,5% de
los quesos de cabra, 7,7% de las muestras de carne picada y 6,5% de los

salamines artesanales.

Los aislamientos de E. faecium recuperados de alimentos de origen animal
provinieron de: 28,6% de los quesos de vaca, 20,8% de los queso de oveja, 9,5%
de los quesos de cabra, 3,3% de las muestras de leche de cabra, 1,7% de los
salamines artesanales seleccionados y de 0,3% de las muestras de carne picada.

Se observo la presencia de E. raffinosus en 6,7% de las muestras de leche de
cabra estudiadas. En 8,4% de las muestras de queso de oveja analizadas se
detect6 la presencia de E. avium (4,2%) y E. hirae (4,2%). En las muestras de
queso de vaca se observo una prevalencia equivalente (0,8%) para E. duransy E.

gallinarum.
1.1.3. Electroforesis en gel de poliacrilamida

En N = 252 enterococos caracterizados fenotipicamente a nivel de especie, se
realiz6 el analisis de perfiles de proteinas solubles totales mediante electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). En el 100% de los aislamientos
caracterizados como E. faecalis y E. faecium se observo una correlacion entre la
fenotipificacion mediante pruebas bioquimicas y los patrones de bandas de SDS-
PAGE (Figura 16). Se observaron discrepancias entre la tipificacion mediante
pruebas bioquimicas y los perfiles proteicos de SDS-PAGE para los aislamientos
no caracterizados como E. faecalis o E. faecium. Los resultados de SDS-PAGE
fueron confirmados mediante técnicas de amplificacion génica realizadas en un
Centro Nacional de Referencia.
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Figura 16. Perfiles de proteinas totales mediante SDS-PAGE de aislamientos de enterococos de alimentos
artesanales de origen animales y de cepas de referencia. Calle 1: marcador de peso molecular. Calle 2:
Enterococcus faecalis ATCC 29212. Calle 3: E. faecalis Sa106 (salamin). Calle 4: E. faecium ATCC 35667.
Calle 5: E. faecium Qv614 (queso de vaca). Calle 6: E. gallinarum ATCC 700425. Calle 7: marcador de peso

molecular.

2. OBJETIVO 2

Detectar la expresion de distintos factores de virulencia en los aislamientos de
Ennterococcus spp.

Se detectd la produccion de factores de virulencia en 72/252 (28,5%)
enterococos recuperados de alimentos de origen animal. Los alimentos carnicos
conformaron de forma significativa (p< 0,01) el principal reservorio de enterococos
con factores de virulencia (gelatinasa, hemolisina y Sustancia Agregativa). Los
aislamientos carnicos que expresaron factores de virulencia se recuperaron de
carne picada (30/49) y de salamin artesanal (19/49). Los enterococos productores
de factores de virulencia de origen lacteo fueron aislados de queso de vaca
(10/23), queso de oveja (8/23) y leche de cabra (5/23).

La especie E. faecalis fue la que presentdé mayor expresién de factores de
virulencia (p< 0,001). El factor de virulencia predominante fue gelatinasa aunque
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no se observaron diferencias significativas con hemolisina y Sustancia Agregativa
(p> 0,05).

El 65,3% (47/72) de los aislamientos expresé un factor de Vvirulencia,
representando una prevalencia de 18,5% (47/252) mientras que la produccion
conjunta de dos o tres factores de virulencia se observéo en 25/72 (34,7%)

enterococos, comprendiendo al 10,0% (25/252) de los aislamientos.

2.1. Detecciodn de produccion de hemolisina

Se detecté la produccion de hemolisina en n = 24 (9,5%) enterococos
recuperados de alimentos artesanales de origen animal (Tabla 8). El factor de
virulencia se expres6 en 23/165 (13,9%) aislamientos de E. faecalis y en
1/81(1,2%) E. faecium. Se observo una mayor frecuencia de enterococos positivos
para hemolisina en muestras de alimentos carnicos, 20/24 (83,3%). Se aislaron
7/20 (35%) E. faecalis productores de hemolisina en salamin artesanal y 13/20 E.
faecalis en carne picada (65%). En productos lacteos se detecté un menor
porcentaje de aislamientos que expresaron hemolisina (16,7%): en queso de
oveja, un aislamiento de E. faecalis; dos aislamientos de E. faecalis y uno de E.
faecium de queso de vaca. No se observd la expresion de hemolisina en

aislamientos de E. avium, E. durans, E. gallinarum, E. hirae, E. raffinosus.

Tabla 8. Produccién de hemolisina en enterococos aislados de productos artesanales carnicos y lacteos.

Especie Salamin Carne Leche de Queso de Queso de Queso de Total (n)
picada cabra cabra vaca oveja

E. faecalis 7 13 0 0 2 1 23
E. faecium 0 0 0 0 1 0 1

E. avium 0 0 0 NA? 0 0 0
E. durans 0 0 0 NA 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 NA 0 0 0
E. hirae 0 0 0 NA 0 0 0
E. raffinosus 0 0 0 NA 0 0 0
Total (N) 7 13 0 0 3 1 24

®NA: no se recuperaron aislamientos

2.2. Deteccion de gelatinasa
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Se detect6 la produccién de gelatinasa en n = 43 (17%) enterococos (Tabla 9),

aislados de productos carnicos (65,1%) y lacteos (34,9%).

Tabla 9. Deteccién de gelatinasa en enterococos aislados de productos artesanales carnicos y lacteos.

Especie Salamin  Carne Leche de Queso de Queso de Queso de Total (n)
picada cabra cabra vaca oveja

E. faecalis 9 18 3 0 5 3 38
E. faecium 0 1 0 0 2 0 3
E. avium 0 0 0 NA? 0 0 0
E. durans 0 0 0 NA 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 NA 0 0 0
E. hirae 0 0 0 NA 0 1 1

E. raffinosus 0 0 1 NA 0 0 1
Total (N) 9 19 4 0 7 4 43

®NA: no se recuperaron aislamientos

El aislamiento de enterococos productores de gelatinasa fue mayor en carne
picada (67,9%) que en salamines (32,1%). Los porcentajes de expresion en
enterococos de queso de oveja (26,7%) y de leche de cabra (26,7%) fueron
menores que en enterococos de queso de vaca (46,6%). No se recuperaron
enterococos positivos para gelatinasa en queso de cabra. Se detecté la
produccién de gelatinasa en 38/165 E. faecalis (23%), 3/81 E. faecium (3,7%), 1/1
E. hirae (100%) y 1 E. raffinosus (50%). No se observé expresion de gelatinasa en
E. avium, E. durans y E. gallinarum. Se observaron porcentajes variados de
especies de enterococos productoras de gelatinasa de acuerdo al alimento de
origen animal: E. faecalis en salamines artesanales (100%); E. faecalis (94,7%) y
E. faecium (5,3%) en carne picada; E. faecalis (75%) y E. raffinosus (25%) en
leche de cabra; E. faecalis (75%) y E. hirae (25%) en queso de oveja; E. faecalis
(71,4%) y E. faecium (28,6%) en queso de vaca.

2.3. Produccion de Sustancia Agregativa

Se detectd la produccion de Sustancia Agregativa en n = 33 (13,1%)
enterococos recuperados de alimentos artesanales de origen animal (Tabla 10).

Tabla 10. Produccién de Sustancia Agregativa en enterococos aislados de productos artesanales carnicos y
lacteos.

Especie Salamin  Carne Leche de Queso de Queso de Queso de Total (n)
picada cabra cabra vaca oveja
E. faecalis 7 12 3 0 4 3 29
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E. faecium 0 1 0 0 1 2 4
E. avium 0 0 0 NA 0 0 0
E. durans 0 0 0 NA 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 NA 0 0 0
E. hirae 0 0 0 NA 0 0 0
E. raffinosus 0 0 0 NA 0 0 0
Total (n) 7 13 3 0 5 5 33

®NA: no se recuperaron enterococos de esta especie

En los alimentos de origen animal estudiados, los aislamientos productores de
Sustancia Agregativa fueron caracterizados como E. faecalis (87,9%) y como E.
faecium (12,1%). No se observd la produccion de Sustancia Agregativa en E.
avium,E. durans, E. gallinarum, E. hirae o E. raffinosus.

Se observd la expresién de este factor de virulencia en productos carnicos
(60,6%) y en lacteos (39,4%). El porcentaje de aislamientos con Sustancia
Agregativa fue menor en salamin artesanal (35%) con respecto a carne picada
(65%). El 95% de los enterococos productores de Sustancia Agregativa fue
caracterizado como E. faecalis y el 5% como E. faecium. En salamin el 100% de
los aislamientos correspondié a E. faecalis mientras que en carne picada fue de
92,3% para esta especie y de 7,6% para E. faecium. En leche de cabra los
aislamientos positivos para Sustancia Agregativa fueron menos frecuentes
(23,0%) que en quesos de vaca (38,5%) y de oveja (38,5%). No se observo la
produccién de Sustancia Agregativa por E. faecium de leche de cabra. Se
recuperaron E. faecalis (80%) y E. faecium (20%) positivos para este factor de
virulencia en queso de vaca. En queso de oveja los porcentajes de positividad
fueron de 60% y 40% para E. faecalis y E. faecium, respectivamente. No se

detecto la expresion de Sustancia Agregativa en enterococos de queso de cabra.

En la Figura 17 se observa la produccién de los factores de virulencia hemolisina
(A), gelatinasa (B) y Sustancia Agregativa (C) en enterococos recuperados de

alimentos de origen animal.
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E. faecalis Ha207 |

E. faecalis CECT7121

Figura 17. Produccion de factores de virulencia en aislamientos de enterococos provenientes de alimentos
artesanales de origen animal. A)E. faecalis aislado de salamin artesanal (Sa103) productor de hemolisina. Se
observa hemolisis completa en cultivo realizado en agar sangre (flechas blancas). B) Produccion de
gelatinasa. lzquierda: E. faecalis de queso de oveja (Q0520) positivo para gelatinasa. Derecha: E. faecalis
CECT 7121: no productor de gelatinasa. C) Produccién de Sustancia Agregativa. Arriba: E. faecalis Ha207
(carne picada) positivo para Sustancia Agregativa. Abajo: E. faecalis CECT 7121 negativo para Sustancia
Agregativa.

Aislamientos que expresaron un factor de virulencia

Se observé la produccién de un factor de virulencia en 42 aislamientos de E.
faecalis (89,3%), cuatro aislamientos de E. faecium (8,5%) y un aislamiento de E.
raffinosus (2,2%). Los aislamientos fueron recuperados de productos carnicos
(70,2%) y de productos lacteos (29,8%). Se aislaron 16 E. faecalis de salamin que
expresaron gelatinasa (7/16), Sustancia Agregativa (5/16) o hemolisina (4/16). En
17 aislamientos de E. faecalis de carne picada se detectdé la produccion de
hemolisina (9/17), gelatinasa (6/17) o Sustancia Agregativa (2/17). Se recuperaron
tres enterococos positivos para un factor de virulencia en leche de cabra: dos
aislamientos de E. faecalis, uno productor de gelatinasa y uno productor de
Sustancia Agregativa mientras que un tercer aislamiento (E. raffinosus)
expreségelatinasa. En queso de vaca dos aislamientos de E. faecalis y dos
aislamientos de E. faecium fueron productores de gelatinasa o de hemolisina
exclusivamente. En cambio se detecto la expresion de Sustancia Agregativa en E.
faecalis (2/4) y en E. faecium (2/4) y tres aislamientos de E. faecalis productores
de gelatinasa recuperados de queso de oveja.

Expresion simultanea de factores de virulencia

En alimentos de origen carnico como lacteo no se observé un fenotipo de

asociacion de factores de virulencia predominante de forma significativa (p> 0,05).
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Hemolisina-gelatinasa

Se detectod la expresion conjunta de hemolisina y gelatinasa en cuatro (1,6%)
enterococos recuperados de alimentos artesanales de origen animal (Tabla 11).

Tabla 11. Produccién asociada de hemolisina y gelatinasa en enterococos aislados de alimentos de origen

animal.
Alimento E. faecalis E. faecium Total
Salamin artesanal 1 -- 1
Carne picada 2 - 2
Queso de vaca 1 0 1
Queso de oveja 0 -- 0
Total 4 0 4

La produccion de los factores de virulencia se observé en E. faecalis
provenientes de productos carnicos (75%) y lacteos (25%). La asociacion
hemolisina-gelatinasa en salamin comprendié al 14,2% de los E. faecalis
productores de hemolisina (1/7) y al 11,1% (1/9) de los productores de gelatinasa;
en carne picada, 15,4% (2/3) de E. faecalis productores de hemolisina y 11,1%
(2/18) de gelatinasa positivos; en queso de vaca la expresion conjunta se observd
en 50% de E. faecalis productores de hemolisina (1/2) y 20% (1/5) de
gelatinasa.No se detectd la produccion conjunta de hemolisina y gelatinasa en E.
faecalis de queso de oveja y E. faecium de queso de vaca.

Hemolisina-Sustancia Agregativa

Se observo la expresion simultanea de hemolisina y Sustancia Agregativa (Tabla
12) en tres (1,2%) E. faecalis recuperados de productos carnicos (33,3%) y de

productos lacteos (66,7%).

Tabla 12. Produccion asociada de hemolisina y Sustancia Agregativa en enterococos aislados de

alimentos de origen animal.

Alimento E. faecalis E. faecium Total
Salamin artesanal 1 -- 1
Carne picada 0 -- 0
Queso de vaca 1 0 1
Queso de oveja 1 -- 1
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Total 3 0 3

Se detect6 la asociacién de estos factores de virulencia en carne picada en 1/7
(14,2%) E. faecalis productores de hemolisina y de Sustancia Agregativa; en
queso de oveja, 1/1 E. faecalis productor de hemolisina y de Sustancia Agregativa
(3/5); en queso de vaca, E. faecalis productor de hemolisina (1/3) y Sustancia
Agregativa (1/4). No se observé la produccién de hemolisina y Sustancia
Agregativa conjunta en aislamientos de E. faecium de queso de vaca.

Gelatinasa-Sustancia Agregativa

Se detecto la expresidn conjunta de gelatinasa y Sustancia Agregativa en 15
(6,0%) aislamientos de productos de origen animal (Tabla 13).

Tabla 13. Produccién asociada de gelatinasa y Sustancia Agregativa en enterococos aislados de alimentos de

origen animal.

Alimento E. faecalis E. faecium Total
Salamin artesanal 0 -- 0
Carne picada 8 1 9
Queso de vaca 3 1 4
Leche de cabra 2 -- 2
Total 13 2 15

La produccién conjunta de gelatinasa y Sustancia Agregativa se detect6é en
productos carnicos (60%) y lacteos (40%). Se observd en 13 aislamientos de E.
faecalis (86,7%) aislados de carne picada, 8/13 (61,5%); de queso de vaca, 3/13
(28,1%); de leche de cabra, 2/13 (15,4%); y dos aislamientos de E. faecium
(13,3%) recuperados de carne picada (50%) y de queso de vaca (50%). La
expresion simultdnea de gelatinasa y Sustancia Agregativa se observd en 8/13
(61,5%) y 8/12 (66,7%) E. faecalis productores de gelatinasa y Sustancia
Agregativa (carne picada); 1/1 E. faecium productor de gelatinasa y Sustancia
Agregativa (carne picada); 3/5 (60%) y 3/4 (75%) de E. faecalis productores de
gelatinasa y Sustancia Agregativa (queso de wvaca); 12 y 1/1 E.

faeciumproductores de gelatinasa y Sustancia Agregativa (queso de vaca); 2/3
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(66,7%) E. faecalis productores de gelatinasa y de Sustancia Agregativa (leche de
cabra).

Hemolisina-Gelatinasa-Sustancia Agregativa

Se observd la expresion asociada de hemolisina, gelatinasa y Sustancia
Agregativa en tres (1,2%) enterococos recuperados de productos de origen animal
(Tabla 14).

Tabla 14. Produccion asociada de hemolisina, gelatinasa y Sustancia Agregativa en enterococos aislados de

alimentos de origen animal.

Alimento E. faecalis E. faecium Total
Salamin artesanal 1 -- 1
Carne picada 2 -- 2
Queso de vaca 0 0 0
Queso de oveja 0 -- 0
Total 3 0 3

La mayor frecuencia de expresion conjunta de hemolisina, gelatinasa vy
Sustancia Agregativa se detecté en aislamientos de E. faecalis provenientes de
carne picada (66,7%) y en menor medida de salamin artesanal (33,3%). No se
observé la produccidn simultanea de los tres factores de virulencia en E. faecalis 'y
E. faecium aislados de queso de vaca.

2.4. Produccidn de biofilm en microplacas de poliestireno

Para estudiar la produccién de biofilmin vitro se utilizd la técnica en microplacas
de poliestireno. No se observd la formacion de biofilm en la totalidad de los
aislamientos de enterococos recuperados de productos carnicos y lacteos.

2.5. Ensayo de resistencia a la opsonofagocitosis

Para evaluar la evasién de la respuesta inmune por parte de enterococos
recuperados de alimentos de origen animal se realizé el ensayo in vitro de muerte
bacteriana por opsonofagocitosis. Se observdé muerte bacteriana por
opsonofagocitosis en el 100% de los aislamientos.
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2.6. Resistencia al efecto bactericida del suero normal

Otra prueba que se realiz6 para estudiar la evasion in vitro de la respuesta
inmunitaria del hospedador fue la de sensibilidad de los aislamientos de origen
alimentario a la actividad bactericida del suero.La totalidad de los enterococos

evaluados presenté sensibilidad a la actividad bactericida del suero.
3. OBJETIVO 3

Determinar el perfil de resistencia asociada a antimicrobianos de utilizacion
clinica para Enterococcus spp. mediante pruebas de sensibilidad in vitro

cualitativas y cuantitativas.

Se observd resistencia antimicrobiana en n =114 (45,2%) enterococos
recuperados de alimentos de origen animal: 59aislamientos de E. faecalis (51,8%),
54 aislamientos de E. faecium (47,4%) y el aislamiento de E. gallinarum (0,8%). En
56 aislamientos (49,1%) se evidencid resistencia a un antimicrobiano y en 58

aislamientos (50,9%) a dos 0 mas antimicrobianos en forma simultanea.

La especie que presenté mayor espectro de resistencia a los antimicrobianos fue
E.faecium (p< 0,01). El principal reservorio de cepas con multi-resistencia lo
constituyeron los alimentos lacteos (p< 0,01); este dato coincide con el predominio
de la especie E. faecium en estos productos.

3.1. Pruebas cualitativas

3.1.1. Prueba de difusion en agar

Se detectd resistencia cualitativa in vitro a la totalidad de los antimicrobianos
ensayados (Tabla 15).

Tabla 15. Resistencia antimicrobiana invitro cualitativa en enterococos aislados de alimentos artesanales de

origen animal.

Antimcrobianos?
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E.faecalis ~ 7(149° 18(643) 1147,8) 19(59,4) 12(100) 7(50) 24(75) 18(69,2) O 0
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E. faecium 39(85,1) 10(35,7) 12(52,2,) 12(37,5) 0 7(50) 8(25) 8(30,8) 31(100) 31(100)
E. avium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. durans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 1(3,1) 0 0 0 0 0 0
E. hirae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. raffinosus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 46 28 23 32 12 14 32 26 31 31

4AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid; GEN:
gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina. bPorcentaje de resistencia antimicrobiana (%)

En la Figura 18 (A, B) se muestra un antibiograma por difusién en agar para un
aislamiento de E. faecalis (queso de cabra) y un antibiograma por difusién en agar

de un aislamiento de E. faecium recuperado de salamin artesanal.

A B

in -
=
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gentamicina:
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-
teicoplanina

estreptomicina

linczolid 22
eritromicina

=

ciprofloxacina

Figura 18. Antibiogramas por difusién en agar de enterococos recuperados de alimentos artesanales de origen
animal. A)E. faecalis aislado de queso de cabra resistente a gentamicina (disco de alta carga) y sensible a
vancomicina, teicoplanina, linezolid, estreptomicina (disco de alta carga). B)E. faecium aislado de salamin
artesanal resistente a gentamicina (disco de alta carga), estreptomicina (disco de alta carga), eritromicina,
ciprofloxacina y sensible a linezolid.

Se detectd resistencia a los siguientes antimicrobianos: ampicilina en 46
enterococos (18,3%) de los cuales 39 correspondieron a E. faecium (15,5%) y
siete a E. faecalis (2,8%); tetraciclina en 28 enterococos (11,1%), de los cuales 18
fueron E. faecalis (7,1%) y diez E. faecium (4,0%); ciprofloxacina en 23 (9,1%), 12

E. faecium (4,8%) y 11 E. faecalis (4,3%); eritromicina en 32 enterococos (12,7%),
19 en E. faecalis (7,5%), 12 en E. faecium (4,8%) y el aislamiento de E. gallinarum
(0,4%); cloranfenicol en 12 (4,8%) E. faecalis solamente; linezolid en 14 (5,6%)
enterococos, 7 E. faecalis (50%) y 7 E. faecium (50%); ANRG en 32 (12,7%), 24
E. faecalis (9,6%) y 8 E. faecium (3,1%); ANRE en 26 (10,3%), 18 E. faecalis
(7,2%) y 8 E. faecium (3,1%); vancomicina en 31 (12,3%) E. faecium solamente;
teicoplanina en 31 (12,3%) E. faecium Unicamente.
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En el aislamiento de E. gallinarum se observd susceptibilidad intermedia a
vancomicina (15 mm) y susceptibilidad a teicoplanina (18 mm) en la prueba de

difusién en agar.

En la totalidad de los aislamientos no se detectaron halos de inhibicion
intermedios para gentamicina. Por lo tanto, no se realizaron las curvas de muerte
para estudiar la cinética bactericida del antimicrobiano sobre los aislamientos de

enterococos.

Se observaron distintas frecuencias de resistencia antimicrobiana a nivel intra-

especie.

Resistencia en aislamientos de E. faecalis: ANRG, 24/165 (14,5%); eritromicina,
19/165 (11,5%); ANRE, 18/165 (10,9%); tetraciclina, 18/165, (10,9%);
cloranfenicol, 12/165 (7,3%); ciprofloxacina, 11/165 (6,7%); ampicilina, 7/165

(4,2%); linezolid, 7/165 (4,2%). Resistencia en E. faecium: ampicilina, 39/81
(48,1%); vancomicina, 31/81 (38,3%); teicoplanina, 31/81(38,3%); ciprofloxacina,
12/81 (14,8%); eritromicina, 12/81 (14,8%); tetraciclina, 10/81 (12,3%); ANRE,
8/81 (9,9%); ANRG, 8/81 (9,9%); linezolid, 7/81 (8,6%). Se observo resistencia a
eritromicina en E. gallinarum (100%).

En las siguientes Tablas se observan los perfiles cualitativos de resistencia
antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de salamines artesanales (Tabla
16), carne picada (Tabla 17), leche de cabra (Tabla 18), queso de cabra (Tabla
19), queso de oveja (Tabla 20) y queso de vaca (Tabla 21).

Tabla 16. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de salamines

artesanales.

Antimicrobiano?® (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 6(75) 6(54,5) 1(16,7) 6(54,5) 3(100) 2(50) 4(57,1) 6(66,7) O 0
E. faecium 2(25) 5(455) 5(83,3) 5455 0  2(50) 3(42,9) 3(33,3) 5(100) 5(100)
TOTAL 8 11 6 11 3 4 7 9 5 5

#AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid; GEN:
gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina

Tabla 17. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de carne picada.
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Antimicrobiano® (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 0  8(100) 7(100) 9(100) 6(100) 4(100) 13(100) 11(100) O 0
E. faecium 3(100) 0 0 0 0 0 0 0 3(100) 3(100)
TOTAL 3 8 7 9 6 4 13 11 3 3

#AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid; GEN:
gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina

Tabla 18. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de leche de cabra.

Antimicrobiano? (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. faecium 0 0 1(100) 1(100) O 0 1(100) 1(100) 1(100) 1(100)
E. raffinosus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 0 0 1 1 0 0 1 1 1 1

#AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid;
GEN: gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina

Tabla 19. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de queso de cabra.

Antimicrobiano? (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 0 0 0 0 0 0 1333 0 0 0
E. faecium  2(100) 2(100) 2(100) 2(100) O 0 2(66,7) 2(100) 2(100) 2(100)
TOTAL 2 2 2 2 0 0 3 2 2 2

#AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid;
GEN: gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina

Tabla 20. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de queso de oveja.

Antimicrobiano?® (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 1(3,2) 0 0 0 0 0 4(100) 1(100) 0 0
E. faecium 1593,8) O 0 0 0  4(100) 0 0 9(100) 9(100)
E. avium 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. hirae 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 16 0 0 0 0 4 4 1 9 9

#AMP: ampicilina; TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; CMP: cloranfenicol; LZD: linezolid; GEN:
gentamicina; STR: estreptomicina; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina

Tabla 21. Perfil cualitativo de resistencia antimicrobiana en Enterococcus spp. aislados de queso de vaca

Antimicrobiano? (%)
Especie AMP TET CIP ERY CMP LZD GEN STR VAN TEI

E. faecalis 0  4(57,1) 3(42,9) 4(44,4) 3(100) 1(50) 2(50) O 0 0
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E. faecium  17(100) 3(42,9) 4(57,1) 4(44,4) 0  1(50) 2(50) 2(100) 11(100) 11(100)
E. durans 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
E. gallinarum 0 0 0 1(11,1) 0 0 0 0 0 0
TOTAL 17 7 7 9 3 2 4 2 11 11

Se detecté ampicilino-resistencia en enterococos provenientes de productos

lacteos (35/46) y carnicos (11/46): E. faecium aislados de queso de vaca (17/46),
queso de oveja (15/46), carne picada (3/46), salamin (2/46), queso de cabra
(2/46); E. faecalis de salamin (6/46) y de queso de oveja (1/46). No se detectd
resistencia a este antimicrobiano en E. faecalis de carne picada, leche de cabra,
queso de cabra, queso de vaca y en E. faecium de leche de cabra. Los principales
reservorios de enterococos con resistencia al antimicrobiano ampicilina fueron el
queso de vaca y de oveja (p< 0,01). Los enterococos aislados de alimentos

carnicos expresaron menor ampicilino-resistencia (p< 0,01).

Se recuperaron EVR de productos lacteos (23/31) y carnicos (8/31): E. faecium
de queso de vaca (11/31), E. faecium de queso de oveja (9/31), E. faecium de
salamin (5/31), E. faecium de carne picada (3/31), E. faecium de queso de cabra
(2/31) y E. faecium de leche de cabra (1/31). Los quesos de vaca y oveja fueron
los reservorios mas importantes de aislamientos con resistencia a vancomicina;
sin embargo no se detecté una diferencia significativa (p > 0,05) con las otras

variedades de alimento de origen carnico y lacteo analizadas.

Se detectd resistencia a teicoplanina en Enterococcus spp. de origen lacteo
(23/31) y carnico (8/31): E. faecium de queso de vaca (11/31), E. faecium de
queso de oveja (9/31), E. faecium de salamin (5/31), E. faecium de carne picada
(8/31), E. faecium de queso de cabra (2/31) y E. faecium de leche de cabra (1/31).
No se observé resistencia a teicoplanina en E. faecalis desalamin, carne picada de
leche de cabra, queso de cabra, queso de oveja y queso de vaca y E. raffinosus

de leche de cabra.

Se observé ANRG en aislamientos carnicos (20/32) y lacteos (12/32): E. faecalis
de carne picada (13/32), E. faecalis de salamin (4/32), E. faecalis de queso de
oveja (4/32), E. faecalis de queso de vaca (2/32), E. faecalis de queso de cabra, E.
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faecium de salamin (3/32), E. faecium de queso de vaca (2/32), E. faecium de
queso de cabra (2/32) y E. faecium de leche de cabra (1/32). No se detectd
ANRGen E. faecalis de leche de cabra y en E. faecium (carne picada, queso de

oveja).

Se detectd resistencia a eritromicina en enterococos aislados de alimentos
carnicos (20/32) y lacteos (12/32): E. faecalis de carne picada (9/32), E. faecalis
de salamin (6/32), E. faecalis de queso de vaca (4/32), E. faecium de salamin
(5/32), E. faecium de queso de vaca (4/32), E. faecium de queso de cabra (2/32),
E. faecium de leche de cabra (1/32) y E. gallinarum (1/32). No se aislaron: E.
faecalis eritromicina-resistentes de leche de cabra, queso de cabra, queso de

oveja; E. faecium de carne picada o queso de oveja.

Se observé resistencia a tetraciclina en productos carnicos (19/28) y lacteos
(9/28): en E. faecalis de carne picada (8/28), salamin (6/28), queso de vaca (4/28)
y en E. faecium de salamin (5/28), queso de vaca (3/28), queso de cabra (2/28).
No se detectd resistencia a tetraciclina en E. faecalis de leche de cabra, queso de
cabra, queso de oveja y en E. faecium de carne picada, leche de cabra o queso de

oveja.

Se observé ANRE en Enterococcus spp. de alimentos carnicos (20/26) y lacteos
(6/26): E. faecalis de carne picada (11/26), de salamin (6/26) y de queso de oveja
(1/26); E. faecium de salamin (3/26), de queso de vaca (2/26), de queso de cabra
(2/26) y de leche de cabra (1/26). No se detect6 ANRE en E. faecalis de leche de
cabra, queso de cabra, queso de vaca y en E. faecium de carne picada o de queso

de oveja.

Se recuperaron enterococos con resistencia a ciprofloxacina de origen carnico
(12/23) y lacteo (11/23): E. faecium de salamin (5/23), queso de vaca (4/23),
queso de cabra (2/23), leche de cabra (1/23) y E. faecalis de carne picada (7/23),

queso de vaca (3/23), salamin (1/23). No se detectd resistencia a ciprofloxacina en
E. faecium de carne picada y de queso de oveja. No se recuperaron E. faecalis
resistentes de leche de cabra, queso de cabra o queso de oveja.
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Se aislaron enterococos resistentes a linezolid de origen carnico (8/14) y lacteo
(6/14): E. faecalis de carne picada (4/14), salamin (2/14), queso de vaca, E.
faecium de queso de oveja (4/14), de salamin (2/14), de queso de vaca (1/14). No
se observé resistencia a linezolid en E. faecalis de leche de cabra, queso de
cabra, queso de oveja y en E. faecium de carne picada, leche de cabra o queso de

cabra.

Se observo resistencia a cloranfenicol en E. feacalis aislados de productos
carnicos (9/12) y lacteos (3/12): carne picada (6/12), salamin (3/12) y de queso de
vaca (3/12). No se detecto resistencia a cloranfenicol en E. faecalis de leche de

cabra, queso de cabra 0 queso de oveja.
3.1.2. Produccion de (B-lactamasa

Se investigd la produccion de B-lactamasaen los aislamientos de E. faecalis y E.
faecium. Se detectd produccion de la enzima en un aislamiento, E. faecalis Sa101,
recuperado de salamin artesanal que habia presentado susceptibilidad a la
ampicilina en la prueba de difusiéon en agar aunque se lo considerd posteriormente

como resistente al determinar la CIM para ampicilina.
3.2. Pruebas cuantitativas

3.2.1. Determinacionde la Concentracion Inhibitoria Minima (CIM)

Se determiné la CIM en los aislamientos de Enterococcus spp. de origen carnico
y lacteo. En las Tablas 22 a 31 se observan las CIM de cada antimicrobiano, de
los aislamientos que expresaron resistencia o susceptibilidad intermedia en la
prueba de difusién en agar. En el caso de los anrimicrobianos aminoglucésidos se
determin6 la CIM de los aislamientos con halos de inhibicion compatibles con
ANRG y/o ANRE.

Tabla 22. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para ampicilina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusién en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™

E. faecium Sa100 32 E. faecium Qo510 16
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E. faecium Sa101 32 E. faecium Qo511 32
E. faecium Sa102 32 E. faecium Qo512 32
E. faecalis Sa103 32 E. faecium Qo513 16
E. faecalis Sa104 32 E. faecium Qo514 16
E. faecalis Sa105 32 E. faecalis Qo515 16
E. faecalis Sa106 32 E. faecium Qv600 32
E. faecalis Sa107 32 E. faecium Qv601 16
E. faecalis Sa108 32 E. faecium Qv602 32
E. faecium Ha199 16 E. faecium Qv603 64
E. faecium Ha200 16 E. faecium Qv604 32
E. faecium Ha201 16 E. faecium Qv605 64
E. faecium Qc400 16 E. faecium Qv606 32
E. faecium Qc401 32 E. faecium Qv607 64
E. faecium Qo500 16 E. faecium Qv608 32
E. faecium Qo501 16 E. faecium Qv609 32
E. faecium Qo502 16 E. faecium Qv610 32
E. faecium Qo503 16 E. faecium Qv611 64
E. faecium Qo504 16 E. faecium Qv612 32
E. faecium Qo505 16 E. faecium Qv613 32
E. faecium Qo506 32 E. faecium Qv614 32
E. faecium Qo507 32 E. faecium Qv615 32
E. faecium Qo508 16 E. faecium Qv616 32
E. faecium Qo509 16

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Qc: queso de cabra; Qo: queso de oveja; Qv: queso de vaca

Tabla 23. Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) para tetraciclina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusiéon en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)
E. faecium Sa100 32 E. faecalis Ha206 32
E. faecium Sa101 32 E. faecalis Ha207 64
E. faecium Sa102 16 E. faecalis Ha208 16
E. faecium Sa109 64 E. faecalis Ha209 64
E. faecium Sa110 32 E. faecalis Ha210 32
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E. faecalis Sa111 64 E. faecium Qc400 16
E. faecalis Sa112 64 E. faecium Qc401 32
E. faecalis Sa113 32 E. faecium Qv600 16
E. faecalis Sa114 32 E. faecium Qv617 16
E. faecalis Sa115 32 E. faecium Qv618 32
E. faecalis Sa116 16 E. faecalis Qv619 16
E. faecalis Ha203 64 E. faecalis Qv620 16
E. faecalis Ha204 64 E. faecalis Qv621 32
E. faecalis Ha205 64 E. faecalis Qv622 16

¥Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Qc: queso de cabra; Qv: queso de vaca

Tabla 24. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para ciprofloxacina en aislamientos de Enterococcus spp.
de productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusion en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)

E. faecium Sa100 16 E. faecalis Ha216 32
E. faecium Sa101 16 E. faecium Lc300 64
E. faecium Sa102 16 E. faecium Qc400 32
E. faecium Sa109 32 E. faecium Qc401 16
E. faecium Sa110 32 E. faecium Qv600 8
E. faecalis Sa113 64 E. faecium Qv617 8
E. faecalis Ha203 16 E. faecium Qv618 16
E. faecalis Ha208 16 E. faecalis Qv619 32
E. faecalis Ha212 32 E. faecalis Qv620 32
E. faecalis Ha213 8 E. faecium Qv624 16
E. faecalis Ha214 8 E. faecalis Qv625 64
E. faecalis Ha215 8

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qv: queso de vaca

Tabla 25. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para eritromicina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusién en agar.
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Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)

E. faecium Sa100 16 E. faecalis Ha214 32
E. faecium Sa101 16 E. faecalis Ha216 32
E. faecium Sa102 64 E. faecalis Ha217 16
E. faecium Sa109 32 E. faecalis Ha218 32
E. faecium Sa110 32 E. faecium Lc300 8
E. faecalis Sa111 32 E. faecium Qc400 8
E. faecalis Sa112 32 E. faecium Qc401 16
E. faecalis Sa113 32 E. faecium Qv600 8
E. faecalis Sa115 16 E. faecium Qv617 8
E. faecalis Sa116 8 E. faecium Qv618 8
E. faecalis Sa118 8 E. faecalis Qv621 8
E. faecalis Ha203 32 E. faecalis Qv625 16
E. faecalis Ha204 32 E. faecium Qv626 8
E. faecalis Ha206 64 E. faecalis Qve27 16
E. faecalis Ha208 64 E. faecalis Qv628 32
E. faecalis Ha209 64 E. gallinarum Qv629 16

¥Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qv: queso de vaca

Tabla 26. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para cloranfenicol en aislamientos de Enterococcus spp.
de productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusion en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)
E. faecalis Sa111 64 E. faecalis Ha217 32
E. faecalis Sa113 64 E. faecalis Ha219 64
E. faecalis Sa116 64 E. faecalis Ha220 32
E. faecalis Ha208 32 E. faecalis Qv620 64
E. faecalis Ha214 32 E. faecalis Qv630 64
E. faecalis Ha216 32 E. faecalis Qv631 64

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Qv: queso de vaca

Tabla 27. Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) para linezolid en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusién en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)
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E. faecium Sa109 16 E. faecalis Ha215 64

E. faecium Sa110 8 E. faecium Qo516 16
E. faecalis Sa111 64 E. faecium Qo517
E. faecalis Sa115 64 E. faecium Qo518
E. faecalis Ha207 64 E. faecium Qo519
E. faecalis Ha208 32 E. faecalis Qv618 64
E. faecalis Ha210 32 E. faecium Qv620 8

#Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Qo: queso de oveja; Qv: queso de vaca

Tabla 28. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para gentamicina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusién en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)
E. faecium Sa100 512 E. faecalis Ha224 1024
E. faecium Sa101 512 E. faecalis Ha225 1024
E. faecium Sa102 512 E. faecalis Ha226 512
E. faecalis Sa111 1024 E. faecalis Ha227 1024
E. faecalis Sa113 512 E. faecium Lc300 512
E. faecalis Sa119 1024 E. faecium Qc400 512
E. faecalis Sa120 1024 E. faecium Qc401 512
E. faecalis Ha203 1024 E. faecalis Qc402 512
E. faecalis Ha206 2048 E. faecalis Q0520 512
E. faecalis Ha208 1024 E. faecalis Qo521 512
E. faecalis Ha214 512 E. faecalis Q0522 1024
E. faecalis Ha216 512 E. faecalis Q0523 1024
E. faecalis Ha217 2048 E. faecium Qv600 512
E. faecalis Ha221 2048 E. faecium Qv617 512
E. faecalis Ha222 512 E. faecalis Qv621 512
E. faecalis Ha223 1024 E. faecalis Qv632 512

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qo: queso de oveja; Qv:

queso de vaca

Tabla 29. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para estreptomicina en aislamientos de Enterococcus spp.
de productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusion en agar.
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Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)

E. faecium Sa100 2048 E. faecalis Ha216 2048
E. faecium Sa101 2048 E. faecalis Ha221 2048
E. faecium Sa102 2048 E. faecalis Ha222 2048
E. faecalis Sa111 2048 E. faecalis Ha223 2048
E. faecalis Sa113 2048 E. faecalis Ha224 2048
E. faecalis Sa118 2048 E. faecalis Ha228 2048
E. faecalis Sa119 2048 E. faecalis Ha229 2048
E. faecalis Sa120 2048 E. faecium Lc300 2048
E. faecalis Sa121 2048 E. faecium Qc400 2048
E. faecalis Ha203 2048 E. faecium Qc401 2048
E. faecalis Ha208 2048 E. faecalis Q0524 2048
E. faecalis Ha209 2048 E. faecium Qv600 2048
E. faecalis Ha214 2048 E. faecium Qv617 2048

#Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qo: queso de oveja; Qv:
queso de vaca

Tabla 30. Concentracién Inhibitoria Minima (CIM) para vancomicina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes o con susceptibilidad intermedia en la prueba de difusién en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)

E. faecium Sa100 128 E. faecium Qo511 64
E. faecium Sa101 64 E. faecium Qo512 128
E. faecium Sa102 128 E. faecium Qo513 64
E. faecium Sa109 64 E. faecium Qo514 64
E. faecium Sa110 64 E. faecium Qv600 128
E. faecium Ha199 1024 E. faecium Qv601 128
E. faecium Ha200 128 E. faecium Qv604 512
E. faecium Ha201 128 E. faecium Qv605 128
E. faecium Lc300 64 E. faecium Qv611 512
E. faecium Qc400 64 E. faecium Qv616 64
E. faecium Qc401 128 E. faecium Qv617 64
E. faecium Qo500 64 E. faecium Qv618 128
E. faecium Qo503 64 E. gallinarum Qv629 8

E. faecium Qo504 128 E. faecium Qv633 512
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E. faecium Qo507 512 E. faecium Qv634 512
E. faecium Qo509 64 E. faecium Qv635 1024

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qo: queso de oveja; Qv:
queso de vaca

Tabla 31. Concentracion Inhibitoria Minima (CIM) para teicoplanina en aislamientos de Enterococcus spp. de
productos carnicos y lacteos, resistentes en la prueba de difusién en agar.

Aislamiento® CIM (ug mL™) Aislamiento CIM (ug mL™)

E. faecium Sa100 64 E. faecium Qo511 32
E. faecium Sa101 32 E. faecium Qo512 128
E. faecium Sa102 64 E. faecalis Qo513 64
E. faecium Sa109 32 E. faecalis Qo514 64
E. faecium Sa110 64 E. faecium Qv600 64
E. faecium Ha199 512 E. faecium Qv601 128
E. faecium Ha200 128 E. faecium Qv604 512
E. faecium Ha201 64 E. faecium Qv605 128
E. faecium Lc300 32 E. faecium Qv611 256
E. faecium Qc400 64 E. faecium Qv616 32
E. faecium Qc401 128 E. faecium Qv617 64
E. faecium Qo500 32 E. faecium Qv618 128
E. faecium Qo503 32 E. faecium Qv633 512
E. faecium Qo504 164 E. faecium Qv634 512
E. faecium Qo507 128 E. faecium Qv635 256
E. faecium Qo509 32

Sa: salamin artesanal; Ha: carne picada; Lc: leche de cabra; Qc: queso de cabra; Qo: queso de oveja; Qv:
queso de vaca

En un aislamiento de E. faecium (Sa101) se detecté susceptibilidad al
antimicrobiano ampicilina en la prueba de difusion en agar, aunque en la prueba
cuantitativa se observé ampicilino-resistencia (CIMamp = 32 pg mL™).

Se detectd susceptibilidad intermedia a vancomicina (CIMyan = 8 ug mL™) y
susceptibilidad a teicoplanina (CIMi; = 0,25 pg mL™") en el aislamiento de E.

gallinarum recuperado de queso de vaca.
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Aislamientos con mono-resistencia antimicrobiana

Se detecto resistencia a un antimicrobiano en 32 aislamientos de E. faecalis, 23
aislamientos de E. faecium y un aislamiento de E. gallinarum. Los enterococos
mono-resistentes fueron recuperados de alimentos carnicos (33,9%) y de
productos lacteos (66,1%). Los enterococos de origen carnico se aislaron de carne
picada (57,9%) y de salamin artesanal (42,1%), mientras que los de origen lacteo
provinieron de queso de vaca (54,1%), de queso de oveja (43,2%) y de queso de
cabra (2,7%). Los aislamientos mono-resistentes de carne picada (n = 11), de
salamin artesanal (n = 8) y de queso de cabra (n = 1) fueron caracterizados como
E. faecalis. Se recuperaron diez aislamientos de E. faecium y seis aislamientos de
E. faecalis resistentes a un antimicrobiano de queso de oveja. Se aislaron 13 E.
faecium, seis E. faecalis y un E. gallinarum de queso de vaca que no presentaron

resistencia antimicrobiana mdaltiple.

Se observd Unicamente ampicilino-resistencia en 11 aislamientos de E. faecium

(queso de vaca), seis aislamientos de E. faecium (queso de oveja), seis
aislamientos de E. faecalis (salamin artesanal) y un aislamiento de E. faecalis de
queso de oveja. No se detecto resistencia conjunta en E. faecalis de salamin (1/3),
de carne picada (1/3) y de queso de vaca (1/3) resistentes a tetraciclina. Se
recuperaron enterococos que expresaron exclusivamente resistencia a

ciprofloxaclina (3/23): E. faecalis de carne picada (2/3) y un aislamiento de E.

faecium de queso de vaca. En cinco enterococos caracterizados previamente
como E. faecalis recuperados de carne picada (1/5), E. faecalis (2/5) de queso de
vaca, E. faecium (1/5) de queso de vacay E. gallinarum (1/5) aislado de queso de
vaca se detectd solo resistencia a eritromicina. E. faecalis de carne picada (2/4) y
de queso de vaca (2/4) presentaron Unicamente resistencia a cloranfenicol. La
totalidad de los aislamientos de E. faecium  resistentes a
linezolid,provenientesdequeso de oveja (4/4), no expresd resistencia a otros
antimicrobianos. Nueve aislamientos con ANRG no expresaron resistencia
simultanea a otros agentes: E. faecalis de queso de oveja (4/9), de carne picada
(3/9), de queso de cabra (1/9) y de queso de vaca (1/9). En dos aislamientos de E.
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faecalis de carne picada, un aislamiento de E. faecalis de queso de oveja y un

aislamiento de E. faecalis de salamin artesanal se observo exclusivamente ANRE.

No se observaron diferencias significativas entre la presencia de aislamientos
con fenotipo de resistencia a un antimicrobiano y asociacion de resistencia en los

aislamientos de los diferentes productos carnicos y lacteos (p > 0,05).
Deteccion de resistencia simultanea a dos o mas antimicrobianos

Se observo resistencia simultanea en un rango de dos a ocho antimicrobianos
en 58 (23,0%) aislamientos de enterococos. Se detecto resistencia antimicrobiana
multiple en E. faecalis (27/58) y E. faecium (31/58) de productos carnicos (53,4%)
y lacteos (46,6%). La distribucién de enterococos multi-resistentes de acuerdo al
tipo de producto animal fue la siguiente: salamin artesanal, ocho aislamientos de
E. faecalis y cinco de E. faecium; carne picada: 15 aislamientos de E. faecalis y
tres de E. faecium; queso de cabra, dos aislamientos de E. faecium; leche de
cabra. Un aislamiento de E. faecium; queso de oveja, nueve aislamientos de E.
faecium; queso de vaca, cuatro aislamientos de E. faecalis y 11 aislamientos de E.

faecium.

El fenotipo de resistencia conjunta a diferentes antimicrobianos predominante

fue ampicilina-vancomicina-teicoplanina (p< 0,01).

En la Tabla 32 se observan los aislamientos de Enterococcus spp. provenientes
de alimentos de origen animal que presentaron resistencia conjunta a dos 0 mas

antimicrobianos.

Tabla 32. Aislamientos de Enterococcus spp. con resistencia conjunta a dos o mas antimicrobianos de
acuerdo al tipo de alimento de origen animal.

Numero de antimicrobianos
Especie Origen 2 3 4 5 6 7 8 Total

E. faecalis Cérnico 12 5 0O 3 2 1 0 23
Lacteo 2 1 1 0 0 0 0 4

E. faecium  Carnico 0 3 0 O 2 0 3 8
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Lacteo 3 14 0 O 2 1 3 23

Total 17 23 1 3 6 2 6 58

Se detectd resistencia a dos antimicrobianos (17/58) en aislamientos de E.
faecalis de productos carnicos (12/15) y lacteos (2/15) y en aislamientos de E.
faecium de origen lacteo (3/15).

Se observé resistencia a tres antimicrobianos (23/58) en aislamientos de E.
faecium de productos lacteos (14/22), E. faecium recuperados de alimentos
carnicos (3/22) y en E. faecalis aislados de alimentos carnicos (5/22) y lacteos
(1/22).

Se expreso resistencia a cuatro antimicrobianos (1/58) en E. faecalis de origen
lacteo. No se observd este perfil de resistencia en E. faecalis de origen carnico o
en E. faecium de ningun tipo de alimento.

Se aislaron E. faecalis (3/58) de alimentos céarnicos resistentes en forma
conjunta a cinco antimicrobianos. No se observé este patrén en E. faecalis lacteos

o en E. faecium reucperados de alimentos de origen animal.

Se detecto resistencia a seis antimicrobianos en E. faecium céarnicos (2/58), E.
faecium lacteos (1/58) y E. faecalis carnicos (2/58). No se observd este patrdn en

E. faecalis de alimentos lacteos.

Un aislamiento de E. faecium lacteo y un aislamiento E. faecalis de origen
carnico presentaron resistencia a siete antimicrobianos. No se detectd este patron

de resistencia en E. faecium de origen carnico o en E. faecalis de origen lacteo.

Se recuperaron seis aislamientos de E. faecium de productos carnicos y lacteos

resistentes a ocho antimicrobianos.

En la Tabla 33 se muestran los perfiles de resistencia a dos antimicrobianos en

enterococos aislados de alimentos de origen animal.

Tabla 33. Perfiles de resistencia a dos antimicrobianos en aislamientos de enterococos de alimentos de origen
animal.
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Perfil de resistencia antimicrobiana®

Especie Origen %?\Rl TET-ERY ERY-STR ERY-CIP TET-LZD CIP-LZD VAN-TElI TET-CIP
E. faecalis Sa° 2 1 1 0 0 0 0 0
(n:14) Cp 4 1 0 0 2 1 0 0
Lc 0 0 0 0 0 0 0 0
Qc 0 0 0 0 0 0 0 0
Qo 0 0 0 0 0 0 0 0
Qv 0 0 0 1 0 0 0 1
E. faecium Sa 0 0 0 0 0 0 0 0
(n: 3) Cp 0 0 0 0 0 0 0 0
Lc 0 0 0 0 0 0 0 0
Qc 0 0 0 0 0 0 0 0
Qo 0 0 0 0 0 0 0 0
Qv 0 0 0 0 0 0 3 0
Total 6 2 1 1 2 1 3 1

®TET: tetraciclina; CIP: ciprofloxacina; ERY: eritromicina; LZD: linezolid; GEN: gentamicina; STR:
estreptomicina; VAN: vancomicina; TEIl: teicoplanina. ®Sa: salamin artesanal; Cp: carne picada; Lc: leche de
cabra; Qc: Queso de cabra; Qo: queso de oveja, Qv: queso de vaca.

Se observaron ocho perfiles de resistencia a dos antimicrobianos en E. faecalis
provenientesdecarne picada (8/17), salamin (4/17), queso de vaca (2/17) y E.
faecium de queso de vaca (3/17).

Se observd ANRG y ANRE en seis E. faecalis, cuatro en carne picada y dos en

salamin. No se detect6 esta combinacién en E. faecalis lacteos.

Se detectd resistencia conjunta a tetraciclina y a eritromicina en dos E. faecalis,
uno en salamin y uno en carne picada. No se expresoé este perfil en E. faecalis de
origen lacteo.

Se observo resistencia a eritromicina y ANRE en un aislamiento de E. faecalis

de salamin artesanal.

Un aislamiento de E. faecalis de queso de vaca expreso resistencia conjunta a

eritromicina y a ciprofloxacina. No se recuperaron otros aislamientos con este

perfil de resistencia antimicrobiana.

Se detecto resistencia simultanea a tetraciclina y a linezolid en un E. faecalis

aislado de carne picada. No se aislaron E. faecalis resistentes a estos

antimicrobianos en salamin o productos lacteos.
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En un aislamiento de E. faecalis de carne picada se observd la expresion de

resistencia simultanea a ciprofloxacina y a linezolid.

Se recuperaron tres E. faecium de queso de vaca resistentes a vancomicina y a
teicoplanina que no presentaron resistencia conjunta a antimicrobianos no

glucopéptidos.

Se observé resistencia simultanea a tetraciclina y a ciprofloxacina en un

aislamiento de E. faecalis de queso de vaca.

En la Tabla 34 se muestran los perfiles de resistencia a tres antimicrobianos en

enterococos aislados de alimentos de origen animal.

Tabla 34. Perfiles de resistencia a tres antimicrobianos en aislamientos de enterococos de alimentos de origen
animal.

Perfil de resistencia antimicrobiana®

Especie Origen TET-GEN- TET-LZD- TET-ERY-  TET-ERY- GEN- AMP-
ERY ERY STR CMP ERY-CMP  VAN-TEI
E. faecalis Sa° 0 1 0 1 0 0
Cp 1 0 1 0 1 0
Lc Og 0 0 0 0 0
Qc 0 0 0 0 0 0
Qo 0 0 0 0 0 0
Qv 1 0 0 0 0 0
E. faecium Sa 0 0 0 0 0 0
Cp 0 0 0 0 0 3
Lc 0 0 0 0 0 0
Qc 0 0 0 0 0 0
Qo 0 0 0 0 0 9
Qv 0 0 0 0 0 5
Total 2 1 1 1 1 17

®TET: tetraciclina; GEN: gentamicina; ERY: eritromicina; LZD: linezolid; CMP: cloranfenicol; VAN:
vancomicina, TEI: teicoplanina; AMP: ampicilina. ®Sa: salamin artesanal; Cp: carne picada; Lc: leche de cabra;
Qc: Queso de cabra; Qo: queso de oveja, Qv: queso de vaca.

Se detectaron seis perfiles de resistencia a tres antimicrobianos en 17 E. faecium
y en seis E. faecalis de productos carnicos y lacteos.

Se observd resistencia a tetraciclina, eritromicina y ANRG en un aislamiento de

E. faecalis de queso de vaca (1/23). No se detect6 este perfil de resistencia
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antimicrobiana en E. faecalis y E. faecium aislados de otros alimentos lacteos o de

productos carnicos.

Dos E. faecalis: recuperados de salamin artesanal expresaron resistencia

simultanea a tres antimicrboianos: uno presenté resistencia a tetraciclina-linezolid-

eritromicina y otro a tetraciclina-eritromicina-cloranfenicolg. Estos fenotipos de

resistencia conjunta no se observaron en enterococos recuperados de carne

picada o de productos lacteos.

En un aislamiento de E. faecalis de queso de vaca se observd resistencia a

tetraciclina, eritromicina y ANRE.

En 17 aislamientos de E. faecium se detect6 resistencia a vancomicina,

teicoplanina y ampicilino-resistencia: nueve de queso de oveja, cinco de queso de

vaca y tres de carne picada.

En un aislamiento de E. faecalis de origen carnico se detectd en forma conjunta

resistencia a eritromicina, cloranfenicol y ANRG.

En enterococos recuperados de productos de origen animal se detecto
resistencia simultanea a cuatro antimicrobianos. En un aislamiento de E. faecalis

de queso de vaca se detectd resistencia a tetraciclina, linezolid, cloranfenicol y a

ciprofloxacina.

Enenterococos aislados de productos carnicos se observé la expresion de

resistencia a cinco antimicrobianos (Tabla 35).

Tabla 35. Resistencia a cinco antimicrobianos en E. faecalis recuperados de alimentos de origen animal.

Especie Origen  GEN-STR-ERY-CIP-CMP GEN-STR-ERY-CIP-TET

E. faecalis Sa° 0 0
(n:3) Cp 2 1
Lc 0 0

Qc 0 0

Qo 0 0

Qv 0 0

Total 2 1

8GEN: gentamicina; STR: estreptomicina; ERY: eritromicina; CIP: ciprofloxacina; CMP: cloranfenicol; VAN:
vancomicina; TE!: teicoplanina; TET: tetraciclina. °Sa: salamin artesanal; Cp: carne picada; Lc: leche de cabra;
Qc: Queso de cabra; Qo: queso de oveja, Qv: queso de vaca.
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En dos aislamientos provenientes de carne picada se observdé ANRG y ANRE

junto con resistencia a eritromicina, ciprofloxacina y cloranfenicol. En un

aislamiento de E. faecalis se observo resistencia a eritromicina, ciprofloxacina y a

tetraciclina en simultdneo con ANRG y ANRE.

Se detectd resistencia conjunta a seis antimicrobianos en aislamientos de
Enterococcus spp. de productos carnicos y lacteos (Tabla 36).

Tabla 36. Perfiles de resistencia a seis antimicrobianos en aislamientos de enterococos de alimentos de
origen animal.

Perfil de resistencia antimicrobiana®

Especie  Origen CIP-ERY-TET- GEN-STR-ERY- GEN-STR-ERY- ERY-CIP-GEN-
-LZD-VAN-TEI -TET-CMP-LZD -CIP-TET-CMP -STR--VAN-TEI
E. faecalis Sa° 0 1 1 0
(n2) Cp 0 0 0 0
Lc 0 0 0 0
Qc 0 0 0 0
Qo 0 0 0 0
Qv 0 0 0 0
E. faecium Sa 2 0 0 0
(n:4) Cp 0 0 0 0
Lc 0 0 0 1
Qc 0 0 0 0
Qo 0 8 0 0
Qv 1 1 0 0
Total 3 1 1

2CIP: ciprofloxacina ; ERY: eritromicina; TET: tetraciclina; LZD: linezolid; VAN: vancomicina; TEI: teicoplanina;
GEN: gentamicina; STR: estreptomicina; CMP: cloranfenicol. "Sa: salamin artesanal; Cp: carne picada; Lc:
leche de cabra; Qc: Queso de cabra; Qo: queso de oveja, Qv: queso de vaca.

Se aislaron dos E. faecium de salamin artesanal y uno de queso de vaca

resistentes a glucopéptidos con resistencia simultdnea a ciprofloxancina,

eritromicina, tetraciclina y a linezolid. Un E. faecium recuperado de leche de cabra

expreso resistencia a glucopéptidos, eritromicina, ciprofloxacina, ANRG y.ANRE.

En dos aislamientos de E. faecalis de salamin artesanal se observd ANRG y
ANRE. En uno de ellos se detectdé ademas resistencia conjunta a eritromicina,

cloranfenicol, tetraciclina y a linezolid, mientras que el otro aislamiento presenté

resistencia simultéanea a eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina y cloranfenicol.

Dos aislamientos expresaron resistencia conjunta a siete antimicrobianos. Un E.

faecalis aislado de carne picada presentd resistencia a tetraciclina, eritromicina,
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ciprofloxacina, cloranfenicol y linezolid junto con ANRG y ANRE. En un aislamiento

de E. faecium recuperado de queso de vaca se detecto resistencia a vancomicina
y a teicoplanina junto con resistencia a tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina,
ANRG y ANRE.

Se observo resistencia a ocho antimicrobianos en tres E. faecium recuperados
de salamin artesanal, dos de queso de cabra y uno de queso de vaca. La totalidad
de los aislamientos present6 ANRG y ANRE con resistencia simultanea a

eritromicina, ciprofloxacina, tetraciclina, vancomicina, teicoplanina y ampicilino-

resistencia.
Expresion conjunta de resistencia antimicrobiana y factores de virulencia

Se detecto6 la expresion simultanea de factores de virulencia y de resistencia a
los antimicrobianos en n=32 (12,7%) enterococos recuperados de alimentos de
origen animal, 26 E. faecalis (10,3%) y seis E. faecium (2,4%). No se observd
correlacién entre la presencia de factores de virulencia y la ocurrencia de

resistencia a los antimicrobianos en los aislamientos de los productos analizados.

En la Tabla 37 se observa la distribucién de los aislamientos que expresaron en
forma simultanea factores de virulencia y resistencia antimicrobiana, de acuerdo al
tipo de alimento.

Tabla 37. Distribucion de aislamientos de Enterococcus spp. de alimentos de origen animal con expresion

simultanea de factores de virulencia y de resistencia antimicrobiana.

Especie Salamin (%) Carne picada (%) Queso de oveja (%) Queso de vaca (%) Total (%)
E faccals  8(100) 10(90,9) 6(75) 5 (40) 26(81,2)
E. faecium 0 1(9,1) 2(25) 3 (60) 6(18,8)

Total 8 11 8 5 32

La expresion simultanea de factores de virulencia y de resistencia antimicrobiana
fue mayor en alimentos carnicos (59,4%) que en los lacteos (40,6%). Los
aislamientos provinieron de carne picada (11/32), salamin (8/32), queso de oveja
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(8/32) y queso de vaca (5/32). No se detectd expresion conjunta en enterococos

de leche de cabra y queso de cabra.

La mayor prevalencia de enterococos respecto a la expresion simultdnea vario
de acuerdo al tipo de alimento y la especie aislada. Los aislamientos de E. faecalis
fueron recuperados de carne picada (11/26), de salamin (8/26), queso de oveja
(6/26) y queso de vaca (2/26). En cambio, se aislaron E. faecium de queso de

vaca (3/6), queso de oveja (2/6) y de carne picada (1/6).

En la Tabla 38 se muestran los fenotipos de resistencia antimicrobiana-factores
de virulencia expresados por E. faecalis y E. faecium de alimentos de origen

animal.

Tabla 38. Fenotipos de virulencia y resistencia antimicrobiana de aislamientos de E. faecalis y E. faecium

recuperados de productos carnicos y lacteos.

Aislamiento Origen Fenotipo®

E. faecalis Sa103 Salamin Hem-AMP

E. faecalis Sa105 Salamin Hem-AMP

E. faecium Qv609 Queso de vaca Hem-AMP

E. faecalis Ha203 Carne picada Hem-TET-GEN-ERY-CIP-STR
E. faecalis Sa111 Salamin Hem-TET-CMP-GEN-LZD-ERY-STR
E. faecalis Q0520 Queso de oveja Gel-GEN

E. faecalis Q0523 Queso de oveja Gel-GEN

E. faecalis Qo524 Queso de oveja Gel-STR

E. faecalis Sa106 Salamin Gel-AMP

E. faecium Qv601 Queso de vaca Gel-AMP-VAN-TEI

E. faecalis Ha209 Carne picada Gel-TET-ERY-STR

E. faecalis Ha216 Carne picada Gel-CMP-GEN-ERY-CIP-STR
E. faecalis Ha208 Carne picada Gel-TET-CMP-GEN-LZD-ERY-CIP-STR
E. faecalis Sa104 Salamin SA-AMP

E. faecalis Qo521 Queso de oveja SA-GEN

E. faecalis Qo522 Queso de oveja SA-GEN

E. faecalis Ha207 Carne picada SA-TET-LZD

E. faecalis Ha210 Carne picada SA-TET-LZD

E. faecalis Sa107 Salamin Gel-Hem-AMP

E. faecium Qo507  Queso de oveja SA-AMP-VAN-TEI

E. faecium Qo513  Queso de oveja SA-AMP-VAN-TEI

E. faecalis Qv627 Queso de vaca Gel-SA-ERY

E. faecalis Ha204 Carne picada Gel-SA-TET-ERY
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E. faeciumQv616  Queso de vaca Gel-SA-AMP-VAN-TEI

E. faeciumHa200  Carne picada Gel-SA-AMP-VAN-TEI

E. faecalis Ha217 Carne picada Gel-SA-ERY-CMP-GEN

E. faecalis Qv620 Queso de vaca Gel-SA-TET-CMP-LZD-CIP

E. faecalis Sa108 Salamin Hem-SA-AMP

E. faecalisQo515 Queso de oveja Hem-SA-AMP

E. faecalis Ha206 Carne picada Gel-Hem-SA-TET-GEN-ERY

E. faecalis Ha214 Carne picada Gel-Hem-SA-CMP-GEN-ERY-CIP-STR

E. faecalis Sa113 Salamin Gel-Hem-SA-TET-CMP-GEN-ERY-CIP-STR

®Hem: hemolisina; SA: sustancia agregativa; Gel: gelatinasa; AMP: ampicilina; VAN: vancomicina;
TEI: teicoplanina; ERY: eritromicina; TET: tetraciclina; LZD: linezolid; CMP: cloranfenicol; MN:
minocilina; GEN: gentamicina; STR: estreptomicina; CIP: ciprfloxacina;

Se detectaron 24 fenotipos de factores de virulencia y resistencia antimicrobiana

en forma conjunta. Los mas frecuentes fueron hemolisina-ampicilina en dos

aislamientos de E. faecalis de salamin y un aislamiento de E. faecium de queso de

vaca; gelatinasa-ANRG en dos aislamientos de E. faecalis de queso de oveja;

Sustancia Agregativa-ANRG en E. faecalis de queso de oveja (2/2); Sustancia

Agregativa-tetraciclina-linezolid en E. faecalis de carne picada (2/2); Sustancia

Agregativa-ampicilina-vancomicina-teicoplanina en E. faecium de queso de oveja

(2/3); gelatinasa-Sustancia Agregativa-ampicilina-vancomicina-teicoplanina en un

aislamiento de E. faecium de carne picada y un aislamiento de E. faecium

dequeso de vaca; hemolisina-Sustancia Agregativa-ampicilina en un aislamiento

de E. faecalis,de salamin y un aislamiento de E. faecalis de queso de oveja.

Los antimicrobianos expresados en forma simultanea con factores de virulencia
por los aislamientos de enterocoocos en orden decreciente fueron: ampicilina
(12/32), ANRG (12/32), tetraciclina (10/32), eritromicina (10/32), ANRE (7/32),
ciprofloxacina (6/32), vancomicina (5/32), teicoplanina (5/32), cloranfenicol (5/32)
y linezolid (5/32).

La expresion conjunta de factores de virulencia y resistencia antimicrobiana result6
ser en orden decreciente la siguiente: gelatinasa (8/32), Sustancia Agregativa
(7/32), gelatinasa-Sustancia Agregativa (6/32), hemolisina (5/32), gelatinasa-
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hemolisina-Sustancia Agregativa (3/32), hemolisina-Sustancia Agregativa (2/32),
gelatinasa-hemolisina (1/32).

Se observo la expresion simultanea de factores de virulencia en cinco aislamientos
de EVR. En 5/5 se observé resistencia conjunta al antimicrobiano ampicilina. En
dos aislamientos de E. faecium de queso de oveja se detectd la produccion de
Sustancia Agregativa. En un aislamiento de E. faecium de carne picada y uno de
queso de vaca se observo la expresidén de gelatinasa y Sustancia Agregativa. Un
aislamiento de E. faecium resistente a vancomicina de queso de oveja fue

gelatinasa-positivo.

Se observo en seis E. faecalis ampicilino-resistentes recuperados de salamin la

presencia de hemolsina en dos de ellos, mientras que en los cuatro restantes se
detect6 en uno Sustancia Agregativa, en otro solo gelatinasa, en otro solo
gelatinasa-hemolisina y en otro solo hemolisina-Sustancia Agregativa. En un
aislamiento de E. faecium resistente a ampicilina de queso de vaca se observo la

produccién de hemolisina.

En seis aislamientos de E. faecalis con ANRG y ANRE recuperados de carne

picada y de salamin se detect6 hemolisina en dos de ellos, mientras que en otros
dos se detect6 gelatinasa y hemolisina-gelatinasa-Sustancia Agregativa en los dos
restantes. La expresion conjunta de ANRG y factores de virulencia se detectd en
seis aislamientos de Enterococcus spp. En dos E. faecalisde queso de oveja se
observo junto con gelatinasa y en dos junto con Sustancia Agregativa, mientras
que en E. faecalis de carne picada se detectd uno junto con gelatinasa y otro con
gelatinasa-hemolisina-Sustancia Agregativa. Se observd la produccién de
gelatinasa en un E. faecalis de queso de oveja y en uno decarne picada asociada
con ANRE.

En dos E. faecalis resistentes a linezolid de carne picada se observd la
produccién de Sustancia Agregativa. En un E. faecalis recuperado de queso de
vaca se detectd la expresidbn simultanea de gelatinasa y de resistencia a
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linezolid.Un E. faecalis de carne picada y uno de queso de vaca presentaron

resistencia a eritromicina con produccién de gelatinasa y de Sustancia Agregativa.
4. OBJETIVO 4

Detectar los fenotipos de resistencia a glucopéptidos en las cepas recuperadas

4.1. Deteccion in vitro de resistencia intrinseca a vancomicina

Se investigo la expresion fenotipica de resistencia intrinseca a vancomicina. Se
detectd desarrollo bacteriano en un E. gallinarum recuperado de leche de cabra.

No se observd desarrollo en el resto de los aislamientos de enterococos.
4.2. Categorizacion de fenotipos de resistencia a glucopéptidos

De acuerdo a los resultados de la prueba de difusion en agar y de la
determinaciéon de la CIM se realiz6 la categorizacion de los fenotipos de
resistencia a glucopéptidos expresados por los aislamientos de Enterococcus spp.

recuperados de alimentos artesanales de origen animal (Tabla 39).

Tabla 39. Fenotipos de resistencia a glucopéptidos en Enterococcus spp. aislados de alimentos artesanales

de origen animal.

Especie VanA VanB VanC Total
E. faecium 31 0 0 31
E. faecalis 0 0 0 0

E. gallinarum 0 0 1 1

E. avium 0 0 0 0
E. durans 0 0 0 0

E. hirae 0 0 0 0

E. raffinosus 0 0 0 0
Total 31 0 1 32
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Se detectd resistencia adquirida a glucopéptidos en n = 31 (12,3%) enterococos
recuperados de productos lacteos (23) y carnicos (8). En cambio, se observé
susceptibilidad intermedia en 1 (0,4%) enterococo, correspondiendo al aislamiento

de E. gallinarum de origen lacteo.

En 31 aislamientos de E. faecium de queso de vaca (11/31), queso de oveja
(9/31), salamin (5/31), carne picada (3/31), queso de cabra (2/31), leche de cabra
(1/31), se observaron en la prueba de difusion en agar halos de inhibicion < 14
mm para vancomicina y < 10 mm para teicoplanina, acomparnado por CIM,an: 64-
1024 pg mL "y por CIMyei: 32-512 pg mL™. La totalidad de los aislamientos de E.
faecium resistentes a glucopéptidos expresé el fenotipo VanA. No se recuperaron
aislamientos con nivel variable de resistencia a vancomicina y sensibilidad a

teicoplanina (fenotipo VanB).

En un aislamiento de E. gallinarum se observaron en la prueba de difusion en
agar halos de inhibicién que indicaron la expresion de susceptibilidad intermedia a
vancomicina (15 mm) y sensibilidad a teicoplanina (18 mm). Se determinaron una
ClMyan: 8 pg mL" y CIM: 0,25 pg mL™". Estos resultados determinaron que el

aislamiento fuera categorizado como fenotipo VanC.
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DISCUSION
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Los estudios realizados, en el marco de la presente tesis doctoral, tuvieron la
finalidad de iniciar la caracterizacion fenotipica y determinar el perfil de resistencia
antimicrobiana in vitro de aislamientos de Enterococcus spp., recuperados de
alimentos de origen animal; en un area rural del Centro de la Provincia de Buenos

Aires, Argentina.

Para esta investigacion se seleccionaron seis productos carnicos y lacteos
considerados como prototipicos de la elaboracion de alimentos en la regién
estudiada: carne picada, salamines artesanales, leche de cabra, queso de cabra
artesanal, queso de oveja artesanal y queso de vaca artesanal. Para el andlisis de
alimentos se realizaron, durante el periodo del estudio, seis series de tomas de
muestra. Sin embargo, en determinados alimentos no fue posible obtener piezas
en todas las series, debido a que su elaboracién y comercializacién no se realizan
a lo largo de todo el afo. La disponibilidad de muestras fue un factor que influy6
en las diferencias cuantitativas observadas entre los distintos alimentos de origen
animal estudiados, como sucedié con la leche de cabra, queso de cabra y queso
de oveja. En cambio, esta restriccion estacional no fue observada para carne

picada, salamin artesanal y queso de vaca.

En una primera etapa se estandarizaron e implementaron protocolos para la
recuperacion seguida de la caracterizacion fenotipica a nivel de especie de
aislamientos de Enterococcus spp. Para realizar la recuperacion bacteriana, se
utilizaron protocolos especificos considerando las variabilidades inherentes
derivadas de las distintas matrices que componen a cada tipo de producto
analizado. En los alimentos de consistencia sélida o semi-solida se efectu6 un
paso de disgregacidén mecanica para lograr la homogeneizacién del producto. En
el unico tipo de producto en que se realiz6 el procesamiento directo fue con el
alimento liquido (leche de cabra). El agregado de un agente tensioactivo (Tween
80) demostr6 contribuir a un mejor procesamiento de las muestras que
presentaban un tenor graso medio o alto al favorecer la disoluciéon del material

graso.
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Para la caracterizacién fenotipica de enterococos a nivel de especie el
procedimiento utilizado tradicionalmente comprende la biotipificacién. En esta
investigacion para la fenotipificacion de enterococos también se realizé el andlisis
de perfiles de proteinas totales mediante electroforesis vertical en gel de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE). Entre las ventajas
metodoldgicas de la electroforesis vertical en gel de poliacrialamida podemos
destacar que cada especie del género Enterococcus posee un patrén de bandas
proteicas que le es especifico. Por lo tanto permite la caracterizacion y
diferenciacion de especies de enterococos que normalmente son dificiles de
distinguir con las pruebas fenotipicas tradicionales. Asimismo, los resultados
pueden obtenerse mas rapidamente que con algunas pruebas bioquimicas.

Al realizar e interpretar las determinaciones de los rasgos fisiol6gicos evaluados
es necesario tener en cuenta la variabilidad vinculada con el ambiente en el que
se encuentran los enterococos, pues un aislamiento de origen humano no esta
expuesto a los mismos elementos o componentes favorables o adversos que
integran el nicho ecol6gico de los enterococos presentes en un derivado carnico o
lacteo. Estas discrepancias ambientales pueden traducirse en diferencias
concernientes a la deteccidon fenotipica de caracteristicas bioquimicas que
asimismo es posible extrapolar a la expresion de factores de virulencia y/o

resistencia antimicrobiana.

En esta investigacion se aislaron enterococos de productos céarnicos y lacteos
que fueron caracterizados fenotipicamente en los cuales se observd una
correspondencia entre las pruebas bioquimicas convencionales y los perfiles de
proteinas totales especificos de E. faecalis y de E. faecium obtenidos mediante
SDS-PAGE. Estos resultados son alentadores en cuanto a la implementaciéon de
esta metodologia para la identificacion de enterococos recuperados de alimentos

de origen animal.

Esta metodologia fue propuesta para la caracterizacion de enterococos
provenientes de alimentos de origen animal como parte de una estrategia

polifasica en la que se combinan pruebas bioquimicas convencionales, el andlisis
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de perfiles proteicos y técnicas de Biologia Molecular. En una investigacion sobre
esta estrategia se observd que era posible lograr una identificacion confiable de
enterococos de origen lacteo recurriendo al analisis de proteinas celulares totales.
Asimismo, se identific6 un porcentaje considerable de enterococos (89%)
mediante la combinacidén secuencial del estudio de los perfiles proteicos seguido
por una metodologia basada en el analisis del material genético de las bacterias
(Alves et al. 2004).

En la presente investigacién se recuperaron enterococos en el 11,1% de las
muestras obtenidas de productos de origen animal. Otros autores han comunicado
mayores porcentajes de recuperacion de enterococos en alimentos producidos
fuera de Argentina. En un estudio realizado con quesos elaborados en Francia se
recuperaron enterococos en al menos la mitad de las muestras analizadas. En
cambio, se observo una frecuencia de aislamiento de enterococos del 67,5% en
carnes y productos carnicos fermentados elaborados en Canada (Jamet et al.
2012, Jahan et al. 2013).

En esta investigacion el aislamiento de enterococos fue mayor en alimentos de
origen carnico (64,7%) que en los de origen lacteo (35,3%). En otros estudios
realizados con alimentos de origen animal se han observado variaciones tanto en
la preponderancia de aislamientos de enterococos a partir de muestras de origen
lacteo y carnico como en la prevalencia de recuperacion. Al analizar la presencia
de enterococos en alimentos elaborados en Brasil, se observé también un mayor
aislamiento de enterococos de productos carnicos en comparacién con alimentos
lacteos. Los autores comunicaron que la recuperacion fue del 100% en muestras
carnicas y del 72% en muestras lacteas (Fracalanzza et al. 2007). La prevalencia
de recuperacion a partir de muestras lacteas fue mayor a la detectada en esta
tesis. En cambio, en un trabajo sobre alimentos de origen lacteo y carnico
elaborados en Espana se recuperaron mayoritariamente enterococos de muestras
lacteas. La recuperacion en alimentos lacteos fue superior a la de este estudio
(84%), aunque los enterococos carnicos fueron aislados con menor frecuencia
(16%) respecto de la presente investigacion (Sanchez Valenzuela et al. 2009).
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En esta tesis se observé una positividad distinta entre los productos de origen
carnico y entre aquellos de origen lacteo. La recuperacion de enterococos de
muestras de carne picada fue mayor respecto de las de salamines artesanales.
Dentro de los alimentos lacteos se registr6 una preponderancia de muestras
positivas para enterococos en queso de vaca, seguidas por las de queso de oveja
con una similar deteccién en muestras de leche y queso de cabra. Se recuperaron
y caracterizaron fenotipicamente 252 aislamientos de enterococos provenientes de
alimentos de origen animal en el &rea bajo estudio. La especies mas
frecuentemente aisladas fueron E. faecalis (65,5%) y E. faecium (32,1%),
coincidiendo en prevalencia con las especies recuperadas tanto en muestras

clinicas como en animales de cria y alimentos de origen animal.

En Estados Unidos los enterococos son considerados como la segunda causa
de infecciones urinaria, bacteriemias asociadas a catéteres e infecciones de piel y
partes blandas. Durante el periodo 1970-1990 el mayor porcentaje de las
infecciones enterocécicas fue causado por E. faecalis. En la actualidad E. faecium
y E. faecalis presentan una frecuencia similar como agentes de infecciones

asociadas al cuidado de la salud (Arias & Murray 2012).

En un estudio epidemioldégico multi-céntrico realizado sobre cepas de
enterococos productoras de infecciones en paises de América del Sur (Colombia,
Ecuador, Peri y Venezuela) se observd una mayor prevalencia de E. faecalis
(77,4%) seguido por E. faecium (15,4%) y una menor frecuencia (7,2%) de otras
especies de enterococos (Panesso et al. 2010). En una investigacidén multi-
céntrica realizada en Brasil se concluy6 que las especies mas frecuentes eran E.
faecalis (82,9%) y E. faecium (13,5%). El género Enterococcus ocupaba el tercer
lugar entre las bacterias Gram positivas como agente de infecciones en sangre,
mientras que E. faecalis fue el séptimo productor de infecciones de piel y partes
blandas (Gales et al. 2009). En Argentina las especies de enterococos mas
prevalentes en el ambito sanitario son las mismas que en otros paises de América
del Norte y América del Sur. En un estudio realizado sobre aislamientos de
Enterococcus spp. causantes de cuadros clinicos se detecté un predominio de E.

107



faecalis (82,6%) y de E. faecium (7,6%) frente a otras especies del género (Toledo
et al. 2004).

La presencia del género Enterococcus se ha investigado en animales destinados a
la produccion de alimentos. En un estudio realizado en Lituania se recuperaron
principalmente E. faecalis (47,6%) y E. faecium (38,1%) a partir de cerdos, pollos y
ganado bovino (Ruzauskas et al. 2009).En Estados Unidos al determinar la
presencia de Enterococcus spp. en animales de granja se observd que las
especies mas prevalentes fueron E. faecalis (53%) y E. faecium (31%),
recuperadas de muestras ambientales (Hayes et al. 2004).

En los alimentos de origen animal analizados en esta tesis se observd un
predominio divergente de E. faecalis y E. faecium. En alimentos carnicos
predomind E. faecalis mientras que en productos lacteos la especie mas
prevalente fue E. faecium. Otrosautores comunicaron que E. faecalis fue la
especie mas frecuentemente recuperada en pollos (50,8%) y leche de vaca
pasteurizada (77,9%) comercializados en Brasil (Fracalanzza et al. 2007). En
cambio, en quesos elaborados en Europa se observdé que la especie mas
prevalente era E. faecium y en tercer lugar se encontraba E. faecalis,
representando en conjunto el 70,8% de los enterococos aislados (Jurkovic et al.
2006). El predominio de E. faecium (64%) sobre E. faecalis (36%) fue detectado
en un estudio sobre enterococos en alimentos de origen animal elaborados

artesanalmente en Espafa (Sanchez Valenzuela et al. 2009).

En la presente tesis se caracterizaron fenotipicamente aislamientos de especies
de enterococos poco frecuentes en muestras clinicas o de alimentos de origen
animal, tales como E. raffinosus (0,8%), E. avium (0,4%), E. durans (0,4%), E.
gallinarum (0,4%) y E. hirae (0,4%).

En un estudio realizado en India durante un periodo de dos afios sobre la
prevalencia de especies poco frecuentes de enterococos en muestras clinicas se
recuperaron especies distintas a E. faecalis y a E. faecium. Entre los aislamientos
caracterizados fenotipicamente se encontraban E. gallinarum (6,2%), E. avium
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(4,1%), E. raffinosus (2,5%), E. hirae (2,5%) y E. durans (0,8%). La tipificacién se
realiz6 utilizando pruebas bioquimicas convencionales y el perfil de proteinas
totales (Prakash et al. 2005).

En Argentina, son escasas las comunicaciones sobre enterococos poco usuales.
En una investigacidon sobre la prevalencia de enterococos como agentes de
infecciones en pacientes ambulatorios y hospitalizados se recuperaron
aislamientos de E. raffinosus y E. avium (Toledo et al. 2004). Asimismo, en 2003
se logr6 documentar el primer caso de bacteriemia causada por E. gallinarum, con
expresion de alto nivel de resistencia antimicrobiana (Togneri et al. 2003).

En esta investigacién los aislamientos inusuales de enterococos fueron
recuperados en productos lacteos y no se observd su presencia en alimentos
carnicos. Estudios previos han detectado la presencia de algunas de estas
especies de enterococos poco frecuentes, en animales destinados a la produccion
agropecuaria y en productos de origen animal, principalmente de origen carnico.
Se detect6 la presencia de E. hirae en materia prima carnica estudiada en Lituania
(17,2%). Las muestras fueron obtenidas antes del faenamiento de los animales.
En derivados carnicos de Australia se observé una frecuencia de aislamiento de E.
hirae inferior a la comunicada para los animales (2,5%), aunque fue superior a la

observada en la presente tesis (Ruzauskas et al. 2010, Obeng et al. 2013).

En animales y productos de ese origen ha sido comunicado el aislamiento de E.
durans. En animales estudiados en Lituania no se recuperaron enterococos
pertenecientes a esta especie, a diferencia de lo observado en animales de granja
de Portugal (2,6%). En leche pasteurizada de Brasil se observd una frecuencia de
recuperacion de E. durans (12,6%) resultando en ambos casos ser mayor a la
detectada en esta investigacion (Poeta et al. 2006a, Fracalanzza et al. 2007,
Ruzauskas et al. 2010).

En un estudio realizado sobre alimentos de distinto origen en Estados Unidos,
que incluyé carnes de pollo, cerdo, vaca, pavo y avestruz, se aisldé E. gallinarum
en muestras de pollo (9,5%), aunque no se observé positividad en los restantes
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productos carnicos (McGowan et al. 2006). En otro estudio realizado en China se
detectdé la recuperacion de E. gallinarum (1,3%) en animales de granja. El
aislamiento de enterococos se produjo a partir de muestras fecales de pollo y de
cerdo (Liu et al. 2013).

En la presente investigacion se recuperaron E. aviumy E. raffinosus de distintos
tipos de alimentos de origen animal. Otros autores comunicaron el aislamiento de
las dos especies en pollos australianos en estudios realizados en Australia durante
distintos periodos. En el periodo 2008-2009 entre las especies caracterizadas se
encontraban E. aviumy E. raffionosus, aunque en el primer grupo (afno 2000) no
fueron detectados. A diferencia de lo encontrado en esta investigacion, los autores
del trabajo de Australia comunicaron una prevalencia equivalente (0,5%) para las
dos especies de enterococos (Obeng et al. 2013).

Durante el desarrollo de esta tesis en los productos carnicos, como se menciond
anteriormente, se observd un predominio de E. faecalis sobre E. faecium aunque
las frecuencias de recuperacion variaron de acuerdo al tipo de alimento. En las
muestras de carne picada procesadas el 96,7% de los aislamientos correspondi6 a
E. faecalis mientras que el 3,3% restante se caracteriz6 fenotipicamente como E.
faecium. En una investigacion reciente sobre enterococos recuperados de carnes
se observé que E. faecalis era mas prevalente que E. faecium aunque las
frecuencias de recuperacidén de los mismos fue de 41% y 25% respectivamente,
siendo menores que la de la carne analizada en esta tesis (Kibi et al. 2013). Por el
contrario, en Estados Unidos se observd una mayor prevalencia de E. faecium
(61%) que de E. faecalis (29%), recuperados de muestras de carne obtenidas al
azar en 263 establecimientos comerciales (Hayes et al. 2003).

En salamines artesanales las prevalencias de E. faecalis (81%) y de E. faecium
(19%) fueron menor y mayor, respectivamente, que las observadas en carne
picada. En un estudio realizado para evaluar la calidad microbiol6gica de dos tipos
de productos carnicos fermentados en Espana, chorizo y fuet, se observd, a
diferencia de los resultados de esta tesis, que E. faecium era la especie mas
frecuentemente aislada (51,9%) seguido por E. faecalis (14,2%) y otras especies
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con menores frecuencias (Martin et al. 2005). En una investigacion posterior sobre
los enterococos en uno de los productos (fuet) espafoles se detecto al estudiar el
alimento y el ambiente de elaboracion, que habia una inversién de la prevalencia
con un ligero predominio de E. faecalis (31,4%)sobre E. faecium (30,7%), no
mostrando concordancia con los resultados de esta tesis. Los autores concluyeron
que las fuentes de los enterococos en el producto final fueron el equipamiento
utilizado para la elaboracién, las materias primas e incluso la presencia de cepas
de origen humano provenientes de los trabajadores de los establecimientos
(Martin et al. 2009). En un estudio sobre productos carnicos fermentados
tradicionales de Portugal se observd que la totalidad de los aislamientos de
enterococos fue caracterizada como E. faecalis. En esa investigacion se tomaron
muestras de las materias primas, del producto luego de un periodo de reposo, de
las envolturas y del producto final previamente a su comercializacion (Ribeiro et al.
2011).

En los alimentos de origen lacteo analizados en esta tesis se observé una mayor
diversidad que en los productos carnicos pues fueron caracterizados aislamientos
como pertenecientes a siete especies del género Enterococcus. Asimismo, se
observo variabilidad en las frecuencias de recuperacion en los distintos tipos de
alimentos tanto a nivel intra-especie como inter-especie. Se recuperaron E.
faecalis (57,1%), E. raffinosus (28,6%) y E. faecium (14,3%) de muestras de leche
de cabra. En un estudio sobre enterococos aislados de leche cruda en Venezuela
se observo el predomino de E. faecium sobre E. faecalis y E. raffinosus. Sin
embargo, las prevalencias comunicadas fueron inferiores a las de la presente
tesis. En la leche venezolana las frecuencias de recuperacion para E. faecium, E.
faecalis y E. raffinosus fueron respectivamente del 23,4%, 11,7% y 5,9%. En las
muestras del estudio de Venezuela se detecté una mayor diversidad de especies
de enterococos pues también se recuperaron aislamientos de tres especies
diferentes a las ya citadas (Faria et al. 2002). Al evaluar microbiolégicamente
leche cruda de Turquia se detectd la presencia de aislamientos de enterococos,
distribuidos en siete especies. En coincidencia con lo observado en esta tesis E.
faecalis fue la especie mas recuperada con una frecuencia similar (54,2%). Sin
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embargo, los autores comunicaron una mayor frecuencia de recuperacion de E.
faecium (28,8%) y un menor porcentaje (0,6%) de E. raffinosus que en las
muestras de leche provenientes de la region de la Provincia de Buenos Aires bajo
estudio (Citak et al. 2005).

En las muestras de queso de cabra analizadas en esta investigacion se detectoé la
presencia de E. faecium (57,1%) y de E. faecalis (42,9%). En otros estudios se
observaron resultados variados en cuanto a las especies de enterococos aisladas
y a la frecuencia de recuperacion. En enterococos aislados de quesos de cabra
elaborados en tres establecimientos esparnoles, se recuperaron aislamientos de
cinco especies diferentes. No se detectd la presencia de E. faecium mientras que
la proporcion de E. faecalis fue inferior (18/95) a la de la presente investigacion
(6/14) y la recuperacién de esta especie se produjo en las tres fabricas evaluadas
(Martin Platero et al. 2009). En un estudio epidemiolégico realizado sobre
muestras de queso de cabra elaborado en Turquia se observdé una mayor
prevalencia de E. faecium que de E. faecalis. Sin embargo, las frecuencias de
aislamiento comunicadas tanto para E. faecium (43,58%)como para E. faecalis
(28,21%) de quesos de cabra turcos fueron inferiores a las de los quesos de cabra
elaborados en el Partido de Tandil (Tuncer 2009). La inversion del predomino
entre E. faecalis y E. faecium observada en las muestras de leche de cabra y de
queso de cabra analizadas en la presente tesis puede deberse a una amplia
variedad de factores relacionados con el proceso de elaboracion. En un estudio
sobre la caracterizacion de bacterias acido-lacticas en fabricas de queso de cabra
se evalu6 su distribucion en distintas etapas de la produccién, incluyendo a la
materia prima, estadios intermedios y el producto final. En cada fase se observé
una composicion diferente de la microbiota &cido-lactica. En la leche cruda no se
recuperaron enterococos pero al progresar en el proceso de elaboracién y
maduracion se aislaron distintas especies con distintas frecuencia, incluyendo a E.
faecalis y E. faecium. En el producto final se observé una prevalencia de E.
faecium superior a la de E. faecalis (Colombo et al. 2010).
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Al analizar las muestras de queso de oveja seleccionadas en la zona de Tandil, los
aislamientos de Enterococcus spp. se caracterizaron fenotipicamente como E.
faecium (73,4%), E. faecalis (20%), E. avium (3,3%) y E. hirae (3,3%). En quesos
de oveja semi-duros elaborados en establecimientos ubicados en una region de la
Patagonia argentina se estudi6 la presencia de enterococos. A diferencia de lo
observado en esta tesis se recuperaron unicamente E. faaeciumy E. faecalis. Las
frecuencias de aislamiento fueron similares a las observadas en la presente tesis
pues el 80% de los aislamientos correspondié a E. faeciumy el 20% a E. faecalis
(Marguet et al. 2008). En cambio, en una investigacion sobre la inocuidad de
quesos de oveja manufacturados en establecimientos de Espafa se recuperaron
aislamientos de E. faecalis (81,8%), E. avium (9,8%), E. faecium (7,6%) y E. hirae
(0,8%). Al igual que con los resultados de la presente tesis, los autores
comunicaron el aislamiento de otras especies diferentes a E. faecalis y E. faecium,
aunque las frecuencias de los mismos no fueron coincidentes con las observadas

en esta tesis (Nieto-Arribas et al. 2011).

En los quesos elaborados con leche de vaca que se evaluaron en esta tesis se
recuperaron aislamientos de enterococos distribuidos en cuatro especies. La
mayor prevalencia se observé para E. faecium (69,3%) seguido en orden
descendente por E. faecalis (26,9%), E. durans (1,9%) y E. gallinarum (1,9%).
Otros autores han comunicado que estas son las especies mas frecuentes de
enterococos en derivados lacteos. Sin embargo, se detectaron variaciones en las
prevalencias en las regiones geografica donde fueron elaborados los alimentos. A
diferencia de lo observado en esta tesis, E. faecium no fue la especie mas
recuperada. En enterococos aislados de productos lacteos italianos se detecté el
predominio de E. faecalis (51,5%) sobre E. faecium (39,7%) y E. durans (8,8%).
En ese estudio los porcentajes de recuperacion fueron mayores a las observados
en esta investigacion (Morandi et al. 2006). En un trabajo sobre la diversidad de
especies de enterococos en quesos suizos se concluyé que la especie mas
recuperada fue E. faecalis (80,7%), seguida por E. durans (11,7%) y por E.
faecium (5,1%) en menor proporcién, donde se observé una inversion de
prevalencias excepto para E. faecalis como una mayor frecuencia de E. duransy

113



una menor recuperacion de E. faecium que en los quesos de vaca analizados en

esta tesis (Templer & Baumgartner2007).

Para evaluar la heterogeneidad de especies de enterococos en alimentos lacteos
italianos se analizaron muestras de diversos tipos de quesos. Una de las especies
que presenté mayor diversidad fue E. gallinarum pues se recuperd de quesos
elaborados con leche de vaca, de cabra o de bufalo. En quesos de vaca la
prevalencia de esta especie fue del 0,9%, menor a la comunicada en esta
investigacion (Andrighetto et al. 2001). La escasa documentacion de la presencia
de E. gallinarum en quesos de vaca junto con su baja prevalencia podrian estar
vinculadas con que esta especie no es un integrante habitual de la microbiota de
los alimentos lacteos. Estudios previos han demostrado que E. gallinarum es
particularmente aislado de productos de origen carnico en menor frecuencia que
E. faecalis y que E. faecium (Kibi et al. 2013, Obeng et al. 2013).

Para dar cumplimiento al objetivo 2 de la presente tesis se investigd la expresién
de factores de virulencia tales como hemolisina, gelatinasa y Sustancia
Agregativa.

Estudios previos han demostrado que la hemolisina tiene relevancia en los
cuadros clinicos causados por enterococos y exacerba su virulencia en modelos

animales de infecciones enterocdcicas.

En una investigacion efectuada con enteroccos de origen humano se determind
que la hemolisina estaba asociada con un incremento en el riesgo de muerte cinco
veces mayor en pacientes con bacteriemia, luego de tres semanas, en
comparacioén con pacientes con bacteriemia enterocécica causada por cepas de
enterococos que no expresaban este factor de virulencia (Huycke et al. 1991). La
toxicidad de este factor de virulencia se demostrd por primera vez en un modelo
de letalidad murino, en el cual se evidencio que las cepas de E. faecalis
productoras de hemolisina eran mas téxicas que las cepas no productoras de la
misma, observandose incluso un mayor efecto en E. faecalis hiper-productores de
hemolisina (Coburn & Gilmore 2003). En un estudio donde se administré a un
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grupo de ratones cepas de E. faecalis deficientes en hemolisina y/o Sustancia
Agregativa y a otro cepas productoras de ambos factores de virulencia se observo
una mayor letalidad en aquellos ratones que habian recibido las cepas
productoras de hemolisina asociada a Sustancia Agregativa al comparar con las
que solamente producian alguno de los dos factores de virulencia por separado
(Coburn & Gilmore 2003). En un modelo de endo-oftalmitis en conejo se observé
que las cepas de E. faecalis productoras de hemolisina causaban dafo tisular que
no podia resolverse a pesar del tratamiento con antimicrobianos y/o compuestos
anti-inflamatorios. Con estos modelos experimentales se demostré que la
hemolisina cumple un papel en la patogenia de este tipo de infeccion enterocécica
y la importancia que la misma reviste en la participacién de las secuelas

inflamatorias (Coburn & Gilmore 2003).

La relevancia de la Sustancia Agregativa en la patogénesis de endocarditis
enterococica se comprobd en un modelo animal. Se observé que se formaban
vegetaciones cardiacas de mayor tamano que las producidas por cepas de
enterococos no productoras de Sustancia Agregativa (Mundy et al. 2000).

El papel de la gelatinasa en la patogenicidad de ciertas infecciones
enterococicas también fue demostrado en modelos animales. En un modelo
murino se estudié el impacto de la ausencia o presencia de gelatinasa sobre la
patogenia de peritonitis causada por enterococos. En ratones infectados con
cepas de enterococos que no expresaban gelatinasa se observd una mayor
supervivencia o mayor retraso de letalidad que en los enterococos productores de
dicho factor de virulencia. Estos resultados sugieren que la gelatinasa cumpliria un
papel en la fisiopatogenia de peritonitis enterocécica (Singh et al. 1998). Un
modelo utilizado para investigar el papel de la comunicacién bacteriana (quorum
sensing) y la gelatinasa en las infecciones enterococicas es el de endo-oftalmitis
en conejo. Al estudiar la contribucion de la gelatinasa se comprob6é que en los
animales infectados con enterococos productores de gelatinasa la evolucion del
cuadro infeccioso era mas significativa que en las cepas que no expresaban el
factor de virulencia (Engelbert et al. 2004). La contribucién de la gelatinasa a la
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patogénesis de la endocarditis causada por enterococos se estudié utilizando un
modelo experimental en conejo. Se observé que la carga bacteriana era mayor en
tejido infectado con cepas productoras de gelatinasa al comparar con cepas
mutantes no productoras del factor de virulencia. En las vegetaciones infectadas
con cepas gelatinasa-positivas se detectdé una disminucién en el depdsito de
material fibrinoso y en el reclutamiento de células similares a neutrdfilos,
sugiriendo que la gelatinasa al actuar como fibrinolitico contribuye con la
diseminacién bacteriana desde las vegetaciones primarias y que también cumple
un papel importante en la quimiotaxis de células inflamatorias. Se comprobé que la
gelatinasa puede degradar a un componente del Sistema de Complemento, C5a.
Esta proteina inflamatoria tiene un espectro amplio de acciones, incluyendo la
quimioatraccion de neutroéfilos. La accion litica de la gelatinasa sobre C5a estaria
involucrada en la disminucién del reclutamiento de neutréfilos observada in vitro
(Thurlow et al. 2010).

Asimismo se han estudiado fenédmenos vinculados con la virulencia y la patogenia
de las infecciones enterocdcicas, investigados mayormente en enterococos de
origen clinico con posible expresion en aislamientos de otros origenes: formacién
de biofilm y la presencia de polisacaridos capsulares que contribuyan a la evasién

de la respuesta inmune.

La capacidad de formar biofilm es fundamental en ciertas patologias causadas
por enterococos, como infecciones del tracto urinario y endocarditis (Fisher &
Phillips 2009).

En animales de experimentacion se ha demostrado que ciertos aislamientos de
enterococos poseen la capacidad de evadir a la respuesta inmune del
hospedador. En cepas clinicas de enterococos se ha comprobado la sintesis de un
polisacarido capsular que contribuye con la evasion de la respuesta inmunoldgica,
mediante la resistencia a la fagocitosis y mediante la persistencia en nddulos
linfaticos observados en un modelo murino (Tendolkar et al. 2003).
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En esta investigacién se detectd en el 9,5% de los enterococos recuperados de
productos animales la producciéon de hemolisina, manifestada por la presencia de
hemodlisis completa o [p-hemdlisis en cultivos desarrollados en medios
suplementados con sangre. El remanente de enterococos no [-hemoliticos
presentd ausencia de hemdlisis o y-hemdlisis. Otros autores han comunicado la
produccién de este factor de virulencia en aislamientos de alimentos elaborados
en otros paises. En aislamientos de origen origen animal de Portugal se observo
una frecuencia de produccion del factor de virulencia del 6% y en productos
animales eslovacos del 7%. Estos resultados fueron similares a los observados en
la presente tesis. Los autores concluyeron que la expresion de hemolisina era
variable de acuerdo a la procedencia de los enterococos, fueran de origen
alimentario o clinico, con mayores porcentajes de produccion en los aislamientos
clinicos (Semedo et al. 2003, Drahovska et al. 2004).

En esta tesis dos especies del género Enterococcus expresaron hemolisina. Se
registré una mayor produccién entre los aislamientos de E. faecalis (13,9%) que
entre los de E. faecium (1,2%). Diferentes resultados fueron obtenidos en los
estudios mencionados sobre enterococos de alimentos elaborados en Portugal y
Eslovaquia, donde se detecté la produccion de hemdlisis completa por parte de E.
faecalis pero no por E. faecium (Semedo et al. 2003, Drahovska et al. 2004).

En esta investigacién se recuperaron enterococos productores de hemolisina,
principalmente de productos cérnicos (83,3%) y en menor medida de alimentos
lacteos (13,7%). En estudios previos que evaluaron comparativamente la
virulencia de enterococos de origen carnico y lacteo no se han observado
resultados similares a los de esta tesis. En productos carnicos y lacteos
elaborados en Marruecos se detectaron determinantes genéticos de hemolisina
pero no se observo la expresion de B-hemolisis en ninguno de los aislamientos. En
otro cohorte de productos artesanales de origen espafol se comprobé la portacién
de genes codificantes de hemolisina en derivados lacteos y su ausencia en
alimentos carnicos. A pesar de ello, no se observd hemdlisis completa en los
aislamientos que contaban con genes de hemolisina. En esos estudios se
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comprobd que la portacion de genes de virulencia no implica necesariamente la
expresion del producto que codifican (Sdnchez Valenzuela et al. 2008, Sanchez
Valenzuela et al. 2009).

Los aislamientos de E. faecalis de alimentos carnicos productores de hemolisina
fueron recuperados de carne picada (65%) y de salamin (35%). En otros estudios
sobre enterococos provenientes de alimentos carnicos se observaron resultados
distitntos de los presentados en esta tesis. En una investigacion realizada a partir
de muestras carnicas frescas de pollo, pavo, vaca y oveja no se detectd B-
hemdlisis en los enterococos estudiados (Kibi et al. 2013). Por el contrario, se
observo ausencia de hemolisis, hemdlisis parcial y hemdlisis completa (0,5%) en
aislamientos recuperados de productos carnicos elaborados en el norte de
Portugal. En otra investigacion en la cual se evaluaron alimentos carnicos
fermentados producidos en la regién nortefia de Portugal se detecté la produccion
de hemolisina en el 5% de los enterococos estudiados. Estos resultados
comunicados por otros autores indicaron que en enterococos aislados de carnes y
derivados carnicos elaborados en otros paises la frecuencia de produccion de
hemolisina fue inferior a la observada en esta tesis (Barbosa et al. 2010, Ribeiro et
al. 2011).

En alimentos lacteos la produccién de hemolisina se detecté en E. faecalis de
queso de vaca y de queso de oveja y en E. faecium de queso de vaca. No se
observé la expresién del factor de virulencia en aislamientos provenientes de leche
y queso de cabra. No se detectd el factor de virulencia en E. avium, E. durans, E.
gallinarum o E. hirae. A diferencia de lo observado en esta investigacién, en un
estudio en el cual se caracterizaron los enterococos de quesos de cabra
elaborados con leche cruda, se detect6 la produccién de hemolisis completa en el
29,4% de E. durans analizados (Psoni et al. 2006). En esta investigacién se
recuperd solo un aislamiento caracterizado como E. durans, por lo tanto no es
posible descartar que en futuros aislamientos de esta especie se detecte la

expresion de hemolisina.
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Estudios previos han comunicado que la observacion de hemolisis completa en
enterococos aislados de derivados lacteos es heterogénea. En una investigacion
sobre la virulencia de enterococos recuperados de quesos de oveja elaborados en
la regidon patagdnica de Argentina no fue detectada actividad hemolitica en
ninguno de los enterococos estudiados. A diferencia de lo observado en esta tesis
tampoco se observd hemolisis completa en enterococos recuperados de dos tipos
de quesos elaborados en Egipto (Marguet et al. 2008, Malek et al. 2012). En
cambio, en quesos elaborados en el sud-este de Brasil se detecté B-hemdlisis en
E. faecalis (17%) como también en E. faecium (6%). En una investigacion
posterior realizada en otra regién del sud-este de Brasil se observé hemdlisis
completa en el 95,3 % de los enterococos recuperados de quesos y leche cruda
(Gomes et al. 2008, Moraes et al. 2012).

Se debe recalcar el hecho de que en esta tesis se detectd la expresién de
hemolisina en E. faecalis, la especie del género Enterococcus que mas
frecuentemente produce hemolisis completa en aislamientos de muestras clinicas.
Sin embargo, en los alimentos analizados en la region bajo estudio también se
observé la presencia de aislamientos hemolisina-positivos de E. faecium, que
representa otra de las especies de enterococos prevalentes en materiales clinicos

como en alimentos de origen animal.

En esta investigacion se detecto la produccidén de gelatinasa en los enterococos
aislados (17%). En un estudio sobre la caracterizacion de enterococos
provenientes de productos carnicos y lacteos adquiridos en una granja
elaboradora y en establecimientos comerciales de Brasil se observé produccion de
gelatinasa en 46/263 (17,5%) aislamientos, un porcentaje similar al detectado en
los aislamientos evaluados en esta tesis (Gomes et al. 2008). Este factor de
virulencia fue el que presenté la mayor distribucion inter-especie pues se observo
actividad litica en aislamientos de E. hirae (100%), E. raffinosus (50%), E. faecalis
(283%) y E. faecium (3,7%). No se recuperaron E. avium, E. durans o E. gallinarum
productores de gelatinasa. En enterococos aislados de alimentos europeos se
detect6é una frecuencia de produccién de gelatinasa superior (48,9%) a la de esta
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investigaciéon para E. faecalis mientras que no se aislaron E. faecium que
expresaran para este factor de virulencia (Franz et al. 2001). Al estimar los
porcentajes relativos de expresidbn de gelatinasa para cada especie de
enterococos recuperados de animales, utilizados para la produccion de alimentos
carnicos en Portugal se detectaron 38/43 E. faecalis (88,4%)con expresion de
gelatinasa mayor a la comunicada en esta tesis, como también 1/33 (3%) E.
faecium con capacidad litica, una frecuencia en el mismo orden de la detectada en
la presente tesis. En ese trabajo no se detectaron aislamientos de E. durans o E.
hirae positivos para gelatinasa (Poeta et al. 2006b).

La expresidbn de gelatinasa en E. raffinosus y en E. hirae es destacable
considerando que su recuperacién fue poco frecuente en los alimentos de origen
animal analizados en esta investigacion. No se cuenta en la region estudiada con
evidencia que indique que la expresion de este factor de virulencia sea prevalente
en los aislamientos de estas especies.

Al igual que para la expresion de hemolisina se detecté una mayor frecuencia de
produccién de gelatinasaenenterococos de origen carnico (65,1%) con respecto a
aquellos recuperados de productos lacteos (34,9%). En el estudio publicado por
Gomes et al. (2008) sobre alimentos elaborados en Brasil, se pudo comprobar una
situacién inversa a la de esta tesis de acuerdo al tipo de alimento del cual fueron
recuperados los enterococos productores de gelatinasa. Se detectd la produccion
de gelatinasa en 48 aislamientos de enterococos procedentes de alimentos, 37/48
(77,1%) de productos lacteos y 9/48 (18,8%) de derivados céarnicos.

En la presente investigacion se observaron diferencias en la frecuencia de
recuperacion y en la distribucion de especies de enterococos que expresaron
gelatinasa de acuerdo al tipo de alimento carnico. Los aislamientos de origen
carnico productores de gelatinasa provinieron principalmente de carne picada
(67,9%) y en menor medida (32,1%) de productos carnicos fermentados de
elaboracién artesanal (salamines). En carne picada los enterococos positivos para
este factor de virulencia fueron caracterizados como E. faecalis (94,7%) y E.
faecium (5,3%), mientras que en salamines artesanales la totalidad de los
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enterococos fue tipificada como E. faecalis. En investigaciones previas realizadas
en otros paises se estudiaron en forma no simultdnea enterococos aislados de
materias primas carnicas y derivados fermentados. En carnes de origen tunecino
se observo la produccion de gelatinasa en el 40,3% de los enterococos incluidos.
La especie que presenté mayor expresion de gelatinasa fue E. faecalis (83,3%)
seguida por E. faecium (12,5%) y a diferencia de lo detectado en esta tesis se
aisloé una tercera especie positiva para gelatinasa, E. gallinarum (Kibi et al. 2013).
Al estudiar la expresidn de gelatinasa en enterococos aislados de alimentos
carnicos fermentados de Portugal se comprobd una frecuencia de produccion de
26% en muestras de productos elaborados en una region del norte del pais,
mientras que fue del 20% en alimentos cérnicos fermentados obtenidos en el sur
portugués. En los alimentos nortefios se recuperaron E. faecalis (92%), E. faecium
(2%) y enterococos pertenecientes a otras especies. En cambio, en coincidencia
con lo comunicado en esta tesis, el 100% de los enterococos productores de
gelatinasa recuperados de alimentos surefios fue tipificado como E. faecalis
(Barbosa et al. 2010, Ribeiro et al. 2011).

En esta tesis la produccion de gelatinasa se detectd en enterococos de alimentos
lacteos como queso de vaca (46,6%), queso de oveja (26,7%) y leche de cabra
(26,7%). No se observd expresidn de este factor de virulencia en aislamientos de
queso de cabra. De queso de vaca se recuperaron las especies E. faecalis
(71,4%) y E. faecium (28,6%) productores de gelatinasa, mientras que en queso
de oveja presentaron actividad litica E. faecalis (75%) y E. hirae (25%), a
diferencia de leche de cabra donde se aislaron E. faecalis (75%) y E. raffinosus
(25%) positivos para gelatinasa. Al estudiar enterococos aislados de queso ovino
elaborado en el sur argentino se observdé en E. faecalis y en E. faecium la
ausencia de produccion de gelatinasa, aunque se habia detectado la portacion de
determinantes genéticos para esta enzima en el 80% de los aislamientos. En esa
investigacion se observd una discrepancia entre la caracterizacién genotipica y
fenotipica de la gelatinasa. Estos autores no comunicaron el aislamiento de E.
hirae como en la presente tesis (Marguet et al. 2008). En los Ultimos afios se han
realizado estudios para determinar la presencia de aislamientos de enterococos
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productores de gelatinasa en otros derivados lacteos como quesos de cabra y de
vaca, aunque algunos se han enfocado en la caracterizacion genotipica y otros en
la correspondencia fenotipica-genotipica. Al investigar la inocuidad de enterococos
aislados de quesos de cabra espafnoles se observd que el 100% de los
aislamientos de E. faecalis recuperados era portador del gen que codifica para
gelatinasa mientras que no fue detectado en otras especies como E. avium
(Martin-Platero et al. 2009). En esa investigacion no se comunicé el aislamiento de
E. raffinosus. En un estudio sobre enterococos de distinto origen se incluyeron
aislamientos de E. faecalis, E. faecium y E. durans recuperados de leche vy
derivados lacteos. Se detecto la produccién de gelatinasa en 4/15 (26,7%) de los
enterococos, en la totalidad de los casos correspondiendo a E. faecalis (Eaton &
Gasson 2001).

Al investigar la expresion de Sustancia Agregativa en enterococos recuperados de
alimentos artesanales elaborados en la region estudiada se observo la expresion
de este factor de virulencia en el 13,1% de los aislamientos. Otros autores han
estudiado la presencia de Sustancia Agregativa en alimentos aunque son escasas
las comunicaciones sobre la caracterizacion fenotipica de este factor de virulencia
en enterococos de ese origen. En enterococos recuperados de productos de
origen europeo se detectd la expresidn de Sustancia Agregativa en 23/95 (24,2%)
aislamientos (Franz et al. 2001).

En la presente tesis se detect6 un mayor porcentaje de enterococos positivos
para Sustancia Agregativa en productos céarnicos (60,6%) que en alimentos
lacteos (39,4%). La produccién de Sustancia Agregativa fue observada en
aislamientos de E. faecalis (95%) y de E. faecium (5%). Se detectaron distintos
patrones de distribucion de especies de acuerdo a los distintos tipos de productos
carnicos o lacteos. En salamin se observo la expresién de Sustancia Agregativa
solo en aislamientos de E. faecalis mientras que en carne picada se detecté en E.
faecalis (92,3%) y en E. faecium (7,6%).

En los enterococos recuperados de productos lacteos analizados en esta

investigacién también se observaron variaciones de especie y de frecuencia de
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aislamiento. Se aislaron E. faecalis (80%) y E. faecium (20%) productores de
Sustancia Agregativa en queso de vaca. En cambio, en queso de oveja los
porcentajes de positividad fueron de 60% y 40% para E. faecalis y E.
faecium,respectivamente. No se detectd la expresion de Sustancia Agregativa en
enterococos provenientes de queso de cabra. No se aislaron E. faecium de leche

de cabra productores de Sustancia Agregativa.

En gran medida las investigaciones recientes se han enfocado en la busqueda de
los determinantes genéticos que codifican para Sustancia Agregativa en
enterococos de productos carnicos y lacteos sin estudiar en paralelo la expresion
del factor de virulencia. Dos estudios demostraron la portacion genética en el 56%
y 22,2%, respectivamente, de E. faecalis recuperados de productos lacteos de
diferentes paises europeos, aunque no se detectd en ninguno de los aislamientos
de E. faecium recuperados en dichos estudios (Eaton & Gasson 2001, Sanchez
Valenzuela et al. 2009). Esos resultados refuerzan la afirmacion de que la
Sustancia Agregativa ha sido tradicionalmente considerada como un factor de
virulencia presente exclusivamente en E. faecalis (Foulquié Moreno et al. 2006).

En esta tesis se ha demostrado la expresion de Sustancia Agregativa en
aislamientos de las dos especies de enterococos, E. faecalis y E. faecium. Sin
embargo, otros autores han comunicado la deteccion de determinantes que
codifican para una proteina agregativa en E. faecium de origen animal. Se debe
destacar que en estas investigaciones el porcentaje de aislamientos de E. faecium
productores de Sustancia Agregativa fue siempre marcadamente inferior al
observado para los aislamientos de E. faecalis (Barbosa et al. 2010, Ribeiro et al.
2011).

La produccion de Sustancia Agregativa en E. faecium aislados en esta
investigacién podria ser la consecuencia de la transferencia horizontal de los
determinantes de virulencia. Un estudio realizado en ltalia en donde se realizaron
experimentos de conjugacién in vitro entre E. faecalis donantes que portaban
genes codificantes de Sustancia Agregativa y dos receptores, una cepa de E.
faecalis y una de E. faecium fue concluyente en este sentido. Los estudios
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moleculares demostraron la presencia de los genes en E. faecalis y E. faecium en
el 85% y 40% de los transconjugantes, respectivamente. Asimismo, en E. faecium
transconjugantes se observé la positividad (57,9%) de la prueba fenotipica para
detectar la presencia de Sustancia Agregativa. En ese estudio se comprobd la
transferencia intra-especie e inter-especie de Sustancia Agregativa y se sugirié
que esta capacidad de compartir estos genes codificantes del factor de virulencia
seria una caracteristica distintiva de aislamientos de E. faecalis (Paoletti et al.
2007).

En la presente tesis se detectd la produccion de un factor de virulencia en el
18,6% de los enterococos recuperados de alimentos de origen animal. Los
aislamientos positivos para un factor de virulencia correspondieron a E. faecalis
(89,3%), E. faecium (8,5%) y E. raffinosus (2,2%), provenientes de productos
carnicos (71,4%) y lacteos (28,6%). En una investigacion sobre factores que
contribuyen con la patogenicidad en enterococos recuperados de alimentos de
origen animal se observo la expresién de un factor de virulencia en el 31,8% (7/22)
de los aislamientos. A diferencia de lo hallado en esta tesis, la producciéon de
factores de virulencia fue detectada en siete enterococos de productos lacteos
(85,7%) y en un aislamiento (14,3%) carnico. Los autores comunicaron que la
Unica especie positiva para un factor de virulencia fue E. faecalis con ausencia de
producciénpor parte de E. faeciumy E. durans (Eaton & Gasson 2001). En esta
tesis se observd la expresion de factores de virulencia con predominio de E.
faecalis, aunque se recuperaron aislamientos de E. faecium y E. raffinosus

positivos para un factor de virulencia.

En n = 25 (10,0%) enterococos de alimentos de origen animal estudiados,
provenientes del Partido de Tandil, se detecto6 la expresion conjunta de dos o tres
factores de virulencia. Los enterococos productores de hemolisina-gelatinasa
(1,6%) fueron tipificados como E. faecalis procedentes de carne picada (2/4),
salamin (1/4) y queso de vaca (1/4). Los aislamientos positivos para hemolisina y
gelatinasa recuperados de salamin representaron al 14,2% de los E. faecalis
productores de hemolisina y 11,1% de los productores de gelatinasa. De carne
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picada el 15,4% correspondié a E. faecalis productores de hemolisina 'y 11,1% de
gelatinasa. El 50% de E. faecalis recuperados de queso de vaca fue productor de
hemolisina y el 20% de gelatinasa.

En una investigacion sobre enterococos de alimentos europeos se observé que el
48,9% de los aislamientos de E. faecalis era productor de gelatinasa mientras que
el 21,3% de E. faecalis era productor de hemolisina. Se detectd la expresidén
simultdnea de gelatinasa y hemolisina en 1/47 (2,1%) de los enterococos
pertenecientes a esta especie, representando el fenotipo simultaneo al 4,3% (1/23)
de los aislamientos productores de gelatinasa y al 10% (1/10) de los que
expresaron hemolisina (Franz et al. 2001). En un estudio sobre enterococos
recuperados de productos fermentados carnicos se investigé la expresion de
factores de virulencia. En 1/20 (5%) E. faecalis se detecté la produccion de
gelatinasa y de hemolisis completa. Estos aislamientos comprendieron al 100% de
los enterococos hemolisina-positivos y al 25% de los aislamientos productores de
gelatinasa (Ribeiro et al. 2011).

En enterococos recuperados de alimentos de origen animal elaborados en la
zona de estudio se detecté en forma conjunta la produccién de hemolisina y
Sustancia Agregativa (1,2%). La totalidad de los aislamientos fue caracterizada
como E. faecalis de origen carnico y lacteo. Otros autores comunicaron la
presencia de los dos factores de virulencia en forma conjunta en 2/47 (4,2%)
enterococos recuperados de alimentos de origen animal. Este hallazgo
correspondi6 al 20% de los E. faecalis positivos para hemolisina y al 8,3% de los
aislamientos productores de agregados (Franz et al. 2001).

El 6,0% de los enterococos investigados en esta tesis presentd en forma
simultanea la expresién de gelatinasa y Sustancia Agregativa. Los aislamientos
fueron de origen carnico (60%) y lacteo (40%), caracterizados como E. faecalis (n
= 13)y E. faecium (n = 2). En concordancia con lo observado en esta tesis, otros
autores comunicaron para enterococos de alimentos de origen animal que la
expresion conjunta de estos factores de virulencia fue la mas frecuente en E.
faecalis. En el estudio mencionado, 7/47 (14,9%) de los enterococos de esa
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especie presentaron ese fenotipo. Sin embargo, debe recalcarse que no
detectaron la produccidén simultanea en los aislamientos de E. faecium analizados
(Franz et al. 2001).

En la presente tesis, la expresion de los tres factores de virulencia se observo en
el 1,2% de los enterococos recuperados de alimentos de origen animal. Los
aislamientos correspondieron a E. faecalis de salamin y de carne picada, mientras
que en un estudio europeo realizado sobre alimentos de origen animal el 10,6% de
los E. faecalis investigados presento6 el mismo fenotipo (Franz et al. 2001).

La produccion de biofilmin vitro fue estudiada mediante una técnica fenotipica en
placas de poliestireno. En la totalidad de los aislamientos de enterococos de
alimentos de origen animal no se observé la formacion de biofilm. Es escasa la
documentacion sobre la produccidn de biopeliculas por enterococos recuperados
de alimentos, pues su estudio ha sido orientado hacia el potencial papel de la
formacién de biofilm en cuadros infecciosos de origen humano, particularmente
estudiado en aislamientos de E. faecalis (Toledo-Arana et al. 2001, Herrera-
Mendoza 2004). En un estudio sobre enterococos y la expresién de factores de
virulencia en productos carnicos fermentados se investigd la produccién de biofilm.
En el estudio mencionado se realizaron dos variaciones de un método para
estudiar la influencia de los nutrientes. Tanto en la forma convencional como en
una alterna, en la cual se agregaron nutrientes, se detecté la formacién de biofilm
con resultados positivos débiles, moderados o fuertes. Sin embargo, en la variante
con agregado de nutrientes se detectd la formacion de biofim en todos los
aislamientos. Con el método tradicional solo fueron productores los aislamientos
de E. faecalis aunque con la variante se detect6 la formacion de biofilm tanto en
E. faecalis como en E. faecium (Barbosa et al. 2010). Por el contrario, en una
investigacion sobre alimentos realizada en Brasil, se observd en E. faecalis la
ausencia de biofilm (27,6%) o un resultado positivo débil (72,4%)mientras que en
E. faecium un mayor numero de aislamientos fue negativo (87,0%). No fueron
detectados aislamientos productores moderados o positivos fuertes para la
formacién de biofilm (Gomes et al. 2008). Considerando que en esta tesis se
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realizd el estudio fenotipico de la formacién de biofilm, no es posible descartar la

presencia de determinantes genéticos en los aislamientos estudiados.

Para evaluar la capacidad de evasién de la respuesta inmune por parte de los
enterococos provenientes de alimentos de origen animal se realizaron dos
ensayos in vitro. En el 100% de los aislamientos se observd muerte bacteriana por
opsonofagocitosis y sensibilidad a la actividad bactericida del suero. Otros autores
han evaluado mediante la técnica de opsonofagocitosis la respuesta de
enterococos de origen clinico o con propiedades probidticas aunque no se cuenta
con informacion sobre aislamientos recuperados de alimentos de origen animal.
En un estudio realizado para evaluar enterococos de origen no alimentario se
observo la muerte por opsonofagocitosis en un rango de 0% a 97% para E.
faecalis de origen humano y del 90% para un E. faecalis probiético (Hufnagel et al.
2003).

El objetivo 3 de la presente investigacién fue determinar el perfil de resistencia
asociada de los enterococos aislados a los antimicrobianos mediante pruebas de
sensibilidad in vitro cualitativas y cuantitativas. Se estudiaron diez antimicrobianos
de uso en terapéutica humana y/o en la cria de animales destinados a la

produccién de alimentos.

El antibiograma por difusion en agar es una metodologia cuyos resultados se
expresan en términos cualitativos. Un aislamiento sera sensible, intermedio o
resistente a los antimicrobianos ensayados. Por este motivo, es recomendable
utilizar ademas métodos cuantitativos, pues los resultados se expresan en
términos de concentracién. Con estas técnicas es posible determinar la
Concentracion Inhibitoria  Minima (CIM), entendiéndose como la minima
concentracion de antimicrobiano que inhibe el desarrollo visible del aislamiento
estudiado. Los resultados cuantitativos son de gran utilidad pues permiten ratificar
o rectificar las categorizaciones realizadas por el método de difusién en agar.

En esta investigacion se detect6 resistencia a los antimicrobianos en el 45,2%
de los enterococos recuperados de productos carnicos y lacteos. Los aislamientos
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resistentes pertenecieron a tres especies: E. faecalis (51,8%), E. faecium (47,4%)
y E. gallinarum (0,8%). Al investigar la resistencia antimicrobiana en alimentos de
origen animal franceses se observé que las mayores frecuencias de enterococos
resistentes a los antimicrobianos correspondieron a E. faecalis (81%) y a E.
faecium (13%), aunque no se recuperaron aislamientos de E. gallinarum (Jamet et
al. 2012). En leche cruda proveniente de Costa Rica, el porcentaje de resistencia
antimicrobiana fue mayor en E. faecalis (71%) con respecto a E. faecium (19%), si
bien el 4% de los aislamientos resistentes fue caracterizado como E. gallinarum
(Araya et al. 2005). En productos céarnicos y lacteos elaborados en Espana se
detectd que la frecuencia de resistencia antimicrobiana se invertia, siendo mayor
para E. faecium (64%) que para E. faecalis (36%), (Sanchez Valenzuela et al.
2009).

Los enterococos investigados en la presente tesis presentaron resistencia a uno
(49,1%) o a multiples antimicrobianos (50,9%), aunque se detectaron diferencias
en cuanto a los especies mas prevalentes. Se observd resistencia a un
antimicrobiano en E. faecalis (57,1%), E. faecium (41,1%) y E. gallinarum (1,8%)
mientras que los aislamientos de E. faecium (53,5%) y de E. faecalis (46,5%)

presentaron multi-resistencia antimicrobiana.

En enterococos recuperados de alimentos artesanales espanoles se detectd
resistencia antimicrobiana multiple en 27/55 (49,1%) aislamientos. Los autores
comunicaron que el 70,4% de los enterococos resistentes fue caracterizado como
E. faecium y el 29,6% restante como E. faecalis. En ese estudio se observo un
marcado predominio de E. faecium como especie que expresaba resistencia
multiple a los antimicrobianos (Sanchez Valenzuela et al. 2013). En aislamientos
recuperados de productos céarnicos y lacteos de Brasil se detecto resistencia por lo
menos a dos antimicrobianos en seis especies de enterococos. Se observd multi-
resistencia en 47 aislamientos de E. faecalis (70,1%), cuatro aislamientos de E.
gallinarum (6,0%) y dos aislamientos de E. faecium (3,0%). Los restantes
aislamientos multi-resistentes fueron identificados como E. casseliflavus, E. durans

y E. gilvus (Fracalanzza et al. 2007).
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En alimentos lacteos de origen suizo se detecté resistencia antimicrobiana en los
aislamientos de enterococos estudiados. Se observé resistencia a un
antimicrobiano en E. faecalis (22,5%) y E. faecium (5,0%). El 76,8% de E. faecalis
y el 85% de E. faecium presentaron resistencia antimicrobiana multiple (Templer &
Baumgartner 2007). En otro estudio se investigaron 52 aislamientos de enterocoos
resistentes a los antimicrobianos recuperados de productos lacteos y carnicos. En
E. faecalis se observd resistencia a un antimicrobiano en 10/29 (34,5%)
aislamientos y resistencia multiple en el 65,5% de los enterococos de esta
especie. Por el contrario, se observdé una mayor frecuencia de mono-resistencia
(82,6%) que de multi-resistencia (17,4%) en los aislamientos de E. faecium
(Gomes et al. 2008).

En un estudio sobre las propiedades tecnoldgicas y la seguridad microbiol6gica de
enterococos recuperados de productos lacteos se investigo el perfil de resistencia
mediante la prueba de difusion en agar, presentando resistencia solo a ocho de
los 20 (40%) antimicrobianos ensayados, a diferencia de lo observado para los
enterococos incluidos en la presente tesis (Malek et al. 2012).

En esta investigacion se detecté ampicilino-resistencia en el 18,3% de los
enterococos. Los aislamientos fueron caracterizados como E. faecium (15,5%) y
E. faecalis (2,8%). En un estudio sobre enterococos aislados de alimentos
carnicos italianos se detect6 1,78% de ampicilino-resistencia (Messi et al. 2006).
En cambio, en el 100% de alimentos artesanales carnicos y lacteos espanoles no
se observo resistencia a este antimicrobiano para E. faecalis y E. faecium, al igual
gue en una investigacion realizada con alimentos de Egipto. (Sanchez Valenzuela
et al. 2009, Malek et al. 2012).

Ampicilina es uno de los antimicrobianos mas utilizados actualmente para el
tratamiento de infecciones enterocécicas y este fendmeno se manifiesta por el
nivel de resistencia que se observa en aislamientos clinicos. En algunos
establecimientos sanitarios se ha llegado a comunicar una frecuencia de
ampicilino-resistencia superior al 90% para E. faecium (Cercenado 2011). Este

antimicrobiano ha sido utilizado en animales de cria tales como vacas lecheras,
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vacas para la industria carnica, pollos y cerdos posiblemente con fines
terapéuticos pues no se utiliza como componente de la alimentacion de los

animales (Mathew et al. 2007).

La expresion de resistencia a eritromicina (12,7%) se observé en E. faecalis
(7,5%), E. faecium (4,8%) y E. gallinarum (0,8%) recuperados de productos de
origen animal de la zona bajo estudio. En enterococos provenientes de alimentos
de Brasil se detectd resistencia en el 9,6% (21/219) de los aislamientos. A
diferencia de los resultados de la presente investigacidon, la frecuencia de E.
faecalis eritromicina-resistentes correspondié al 3,7% mientras que para E.
faecium fue del 5,9% (Gomes et al. 2008). En otra investigacién realizada
previamente en Brasil para caracterizar enterococos de alimentos carnicos se
detecté 24,1% de resistencia a eritromicina, aunque los aislamientos de E.
gallinarum no presentaron resistencia al antimicrobiano (Fracalanzza et al. 2007).
La expresion de resistencia a eritromicina podria estar asociada al empleo del
antimicrobiano en el tratamiento de animales. Este compuesto no es una de las
alternativas terapéuticas para enterococos de origen clinico humano, aunque su
uso en Medicina Veterinaria favorece la seleccion de cepas resistentes a este
agente terapéutico. Se ha comunicado que un integrante de los antimicrobiano
macrélidos, tilosina, se emplea para el tratamiento de infecciones en animales de
cria destinados a la produccién pecuaria. Existe un determinante genético de
resistencia a macrolidos que codifica resistencia en forma conjunta a tilosina y a

eritromicina (Hammerum 2012).

En la presente tesis el 12,7% de los enterococos estudiados presentd ANRG.
Los aislamientos resistentes fueron tipificados como E. faecalis (9,6%) y E.
faecium (3,1%). Al investigar la resistencia antimicrobiana en enterococos
recuperados de productos de origen animal europeos se observo que el 13,7% de
los aislamientos presentd ANRG. De igual modo, se detecté una mayor frecuencia
de E. faecalis (12,6%) que de E. faecium (1,1%) con expresion de ANRG (Franz et
al. 2001).
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En esta investigacion se detectaron enterococos resistentes a vancomicina y a
teicoplanina. El porcentaje observado de EVR fue del 12,3%. El 100% de los EVR
fue identificado como E. faecium. En enterococos recuperados de alimentos de
origen animal espafnoles se observo resistencia a vancomicina (12%) y a
teicoplanina (8%) en los aislamientos estudiados. A diferencia de lo comunicado
en la presente tesis, se recuperé de los productos espainoles un E. faecalis
resistente a vancomicina aunque susceptible a teicoplanina (Sanchez Valenzuela
et al. 2009).

En el 11,1% de los enterococos de origen alimentario investigados se detectd
resistencia a tetraciclina. El 7,1% de los aislamientos resistentes fue tipificado
como E. faecalis y el 4,0% como E. faecium. En enterococos recuperados de
alimentos artesanales carnicos y lacteos espanoles se observd resistencia a
tetraciclina en 5/25 (20%) aislamientos. Los enterococos resistentes al
antimicrobiano fueron 4/5 (80%) E. faecalis y 1/5 (20%) E. faecium (Sénchez
Valenzuela et al. 2009). En otro estudio sobre enterococos de quesos europeos se
detecté 24% de resistencia a tetraciclina. Esta resistencia se observo en E.
faecalis (33/45), E. durans (7/45), E. faecium (3/45), E. gallinarum (1/45)y 1/45 E.
casseliflavus (Huys et al. 2004). La expresién de resistencia a tetraciclina podria
estar asociada al empleo del antimicrobiano en Medicina Veterinaria. Este
compuesto no es una de las opciones para enterococos de origen clinico humano,
aunque su uso en terapéutica favorece la seleccion de cepas resistentes a este

antimicrobiano (Hammerum 2012).

El 10,3% de los enterococos aislados en la presente tesis expresé ANRE. Este
fenotipo de resistencia se detect6 en E. faecalis (7,2%) y E. faecium (3,1%). Otros
autores comunicaron una frecuencia de ANRE del 25,3% (24/95), presentando E.
faecalis mayor porcentaje de resistencia de alto nivel que E. faecium, dado que
22/95 (23,2%) enterococos resistentes correspondieron a la primera especie y
2/95 (2,1%) a la segunda especie. Si bien las frecuencias de resistencia fueron
superiores a las observadas en esta investigacion coincidieron con respecto a las
especies aisladas (Franz et al. 2001). Aunque frecuentemente gentamicina es
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empleada en combinacién con otros antimicrobianos para lograr un efecto
sinérgico, estreptomicina también ha sido otro aminoglucésido recomendado para
tratar infecciones causadas por enterococos administrada junto con agentes
activos sobre la pared celular, debido a que no es hidrolizada por las mismas
enzimas modificadoras de aminoglucosidos que actuan sobre la gentamicina
(Arias et al. 2010).

El 9,1% de los enterococos recuperados procedentes de alimentos de origen
animal presenté resistencia a ciprofloxacina. Para este antimicrobiano se observo
una mayor frecuencia de resistencia en E. faecium (4,8%) que en E. faecalis
(4,3%). En una investigacion de alimentos listos para consumir se estudid la
resistencia antimicrobiana de los enterococos aislados, detectandose resistencia a
ciprofloxacina en 14/152 (29,9%) E. faecium aunque el 100% de los aislamientos
de E. faecalis no presento resistencia a este antimicrobiano (Baumgartner et al.
2001). Han sido detectados enterococos de origen animal con susceptibilidad
disminuida a ciprofloxacina como resultado de la aplicacion de sistemas de
produccidén mixtos. En estos sistemas se utiliza abono organico el cual actia como
reservorio de estos microorganismos (Petersen & Jensen 2004). Por lo expuesto,
es posible considerar que la Medicina Veterinaria contribuye con la diseminacién

de la resistencia a ciprofloxacina.

Se observd la presencia de resistencia a linezolid (5,6%) en E. faecalis (50%) y
E. faecium (50%) recuperados de los productos animales de la zona bajo estudio.
En enterococos recuperados de alimentos de origen animal listos para consumir
elaborados en Polonia se detectd una frecuencia de resistencia a linezolid del
1,1%, inferior a la comunicada en esta investigacién. En el estudio polaco se
recuperaron E. faecalis resistentes a linezolid aunque la totalidad de los
aislamientos de E. faecium fueron susceptibles a este antimicrobiano (Chajecka-
Wierzchowska et al. 2012). Linezolid es un agente anitmicrobiano nuevo con
actividad frente a bacterias Gram positivas como los enterococos, particularmente
E. faecalis y E. faecium. Su eficacia clinica ha sido estudiada en escasas
infecciones humanas, sobre todo en aquellas producidas por bacterias multi-
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resistentes (Pigrau & Almirante 2009). Sin embargo, se ha comunicado la
existencia de enterococos resistentes a linezolid de origen ambiental. En un
estudio realizado en Lituania el 1,0%.de los aislamientos del género Enterococcus
recuperados de animales de cria presentd resistencia a linezolid (Ruzauskas et al.
2009).

Se detectd resistencia a cloranfenicol en 4,8% de los enterococos aislados en la
presente tesis. El 100% de los aislamientos cloranfenicol-resistentes fue
caracterizado como E. faecalis. En un estudio sobre alimentos carnicos y lacteos
al determinar la presencia de enterococos resistentes a los antimicrobianos se
observo que el 4,8% de aislamientos presentaba resistencia a cloranfenicol. En
ese estudio, al discriminar a nivel de especie, se observé que el 100% de la
resistencia se expresé en E. faecalis (Fracalanzza et al. 2007). Este
antimicrobiano se utiliza en terapéutica humana y ha sido empleado en Medicina
Veterinaria. En una investigacion publicada en 2009 sobre enterococos
recuperados de animales destinados a la produccion de alimentos, se observo
resistencia a cloranfenicol en aislamientos provenientes de ganado bovino (8%) y
de porcinos (24%), no detectdndose resistencia a dicho antimicrobiano en pollos.
Sin embargo, en otro estudio del afio 2010 se comunic6é que en el 6,9% de los
enterococos recuperados de pollos se expresd resistencia a cloranfenicol
(Ruzauskas et al. 2009, Ruzauskas et al. 2010).

En los alimentos de origen animal estudiados en la presente investigacion se
observo resistencia al B-lactamico ampicilina en el 48,1% de la especie E. faecium
y en 4,2% del total de la especie E. faecalis recuperados. Otros autores han
comunicado que en alimentos de origen animal la ampicilino-resistencia es mas
frecuente en E. faecalis. En enterococos aislados de alimentos elaborados en
Brasil se detectdé ampicilino-resistencia en el 11,1% del total de la especie E.
faecalis aunque no se recupero la especie E. faecium resistente al antimicrobiano.
En enterococos recuperados de alimentos polacos se observd ampicilino-
resistencia en 2,3% de los aislamientos de la especie E. faecalis, mientras que en

productos animales de origen turco se detecté ampicilino-resistencia en las
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especies E. faecium y E. faecalis, con frecuencias respectivas de 47% y 36%
(Citak et al. 2005, Riboldi et al. 2009, Chajecka-Wierzchowska et al. 2012).

En esta investigacion se detectd resistencia a eritromicina en el 14,8% de los
enterococos identificados como E. faeciumy en el 11,5% de los tipificados como
E. faecalis. En enterococos recuperados de alimentos elaborados en Brasil se
observaron porcentajes similares de resistencia a eritromicina en E. faecalis (10%)
y en E. faecium (9%) (Gomes et al. 2008). En otro estudio realizado en Brasil se
detecté resistencia a este macrolido en un 13% de E. faeciumy un 11,1% de E.
faecalis(Riboldi et al. 2009).

En esta investigacidn se detectd resistencia a eritromicina en 1/1 (100%) E.
gallinarum de origen alimentario, mientras que otros autores comunicaron
resistencia a eritromicina en enterococos recuperados en animales que dan origen
a alimentos de este tipo y no en el alimento propiamente dicho. En animales
australianos se detectd resistencia a eritromicina en 2/13 (15,4%) de
losaislamientos de E. gallinarum (Obeng et al. 2013).

El 14,5% de los aislamientos caracterizados como E. faecalis y el 9,9% de los
tipificados como E. faecium recuperados en esta investigacionexpresaron ANRG.
En alimentos de Brasil el 6,0% de los aislamientos identificados como E. faecalis
presentd ANRG mientras que en E. faecium se observo la ausencia de expresion
de resistencia de alto nivel a este antimicrobiano (Fracalanzza et al. 2007). Otros
autores que investigaron la resistencia antimicrobiana en productos tradicionales
fermentados, comunicaron que en el 100% de los enterococos categorizados
como E. faecalis y E. faecium, a pesar de expresar resistencia a mdultiples
antimicrobianos,no presentaron ANRG (Sanchez Valenzuela et al. 2013).

En la presente tesis se detectd Unicamente resistencia a los glucopéptidos
vancomicina y teicoplanina en la especie E. faecium (38,3%). En un estudio sobre
enterococos recuperados de alimentos de origen animal, publicado en el afio
2001, se observé una baja incidencia de E. faecium resistentes a vancomicina

(2,1%) y no se recuperaron EVR tipificados como E. faecalis (Franz et al. 2001).
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Aunque es poco frecuente, otros autores han detectado la expresién de resistencia
a vancomicina en enterococos diferentes a E. faecium. En alimentos procedentes
del sur de Brasil se recuperaron EVR (3,7%) aunque en esa investigacién los
aislamientos correspondieron a E. faecalis en su totalidad (Riboldi et al. 2009). En
alimentos elaborados en Marruecos se detecté resistencia conjunta a vancomicina
y teicpolanina en 1/15 (6,7%) E. faecium y en 1/23 (4,3%) E. faecalis. En esa
investigacion se aislé un E. faecalis resistente a vancomicina con susceptibilidad
intermedia a teicopanina aunque no se determiné el genotipo de resistencia a

glucopéptidos (Sanchez Valenzuela et al. 2008).

En esta investigacién se observé resistencia a tetraciclina en aislamientos de E.
faecium (12,3%) y E. faecalis (10,9%). Al estudiar la resistencia antimicrobiana en
enterococos de alimentos elaborados en Brasil se detectaron aislamientos
resistentes a tetraciclina aunque el porcentaje de resistencia fue mayor para E.
faecalis (33,3%) que para E. faecium (8,7%), discrepando con los resultados de
esta tesis (Riboldi et al. 2009). En enterococos recuperados de alimentos de
origen animal europeo se hall6 resistencia a tetraciclina en el 37% y 5% de los
enterococos caracterizados como E. faecalis y E. faecium, respectivamente (Huys
et al. 2004).

En esta investigacion se observo resistencia de alto nivel a estreptomicina en el
10,9% de los enterococos tipificados como E. faecalis y en el 9,9% de los
identificados como E. faecium. En alimentos carnicos y lacteos de Brasil se
detectd exclusivamente ANRE en 25/179 (14,0%) E. faecalis. En ese estudio no se
detectaron E. faecium con expresion de resistencia de alto nivel al aminoglucésido
(Fracalanzza et al. 2007). En una investigacion posterior otros autores del mismo
pais comunicaron el aislamiento de E. faecalis y de E. faecium con porcentajes de
ANRE del 18,5% y 9,3%, respectivamente (Riboldi et al. 2009).

En esta investigacion se observé una situacién diferente para la resistencia a
ciprofloxacina pues este fenotipo lo expresdé el 14,8% de los enterococos
tipificados como E. faeciumy el 6,7% de los caracterizados como E. faecalis. En

coincidencia con lo detectado en la presente tesis, se comunic6 una mayor
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frecuencia de resistencia a ciprfoloxacina para E. faecium (56,3%) con respecto a
E. faecalis (27,7%) recuperados de productos animales europeos (Franz et al.
2001). Del mismo modo, una mayor prevalencia de resistencia a ciprofloxacina fue
observada para E. faecium (75%) y E. faecalis (66,7%), siendouno de los
antimicrobianos con menor susceptibilidad para losenterococos recuperados de
alimentos artesanales espanoles (Sanchez Valenzuela et al. 2009).

Enla presente investigacion se observd que el 8,6% de los aislamientos de E.
faecium expreso resistencia a linezolid contraponiéndose al 4,2% de E. faecalis
resistentes al antimicrobiano. La documentacién disponible sobre resistencia a
linezolid esta referida principalmente a los enterococos aislados de animales
criados para la produccion de alimentos. En un estudio del afio 2007 se investigd
la resistencia a linezolid en enterococos de productos lacteos y carnicos. La
totalidad de los aislamientos de E. faecium fue susceptible a linezolid y lo mismo
se observé para el 95% de los aislamientos de E. faecalis. A pesar de ello, el 0,5%
de los enterococos de esta ultima especie presentd susceptibilidad disminuida a
linezolid. Sin embargo, no pudo comprobarse si se produjo la seleccién de E.
faecalis francamente resistentes a linezolid en este tipo de productos al no
realizarse el seguimiento por parte de los autores (Fracalanzza et al. 2007).

Se observo resistencia a cloranfenicol en el 7,3% de E. faecalis recuperados de
alimentos de origen animal del area bajo estudio. Otros autores comunicaron la
expresion de resistencia a este antimicrobiano en enterococos aislados de
productos animales. A diferencia de los resultados expuestos en la presente
investigacion, en enterococos de alimentos europeos se detectd una incidencia del
63,8% de E. faecalis resistentes a cloranfenicol junto con el 10,4% de E. faecium
cloranfenicol-resistentes (Franz et al. 2001). En otro estudio mas reciente se
observé un cuadro similar al presentado en esta tesis, pues un 7,4% de los
aislamientos de E. faecalis expresé resistencia a cloranfenicol mientras que la
totalidad de los aislamientos de E. faecium fue susceptible a este antimicrobiano
(Riboldi et al. 2009).
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En la presente tesis se observaron diferencias en el predominio de resistencia
para los antimicrobianos en alimentos carnicos y lacteos. Los enterococos
ampicilino-resistentes y con resistencia a glucopéptidos se aislaron con mayor
frecuencia de productos lacteos que carnicos. En alimentos listos para consumir
de Polonia también se detect6 mayor frecuencia de E. faecalis ampicilino-
resistentes en productos lacteos con respecto a derivados carnicos. En cambio en
productos artesanales estudiados en Espafa se observé un mayor aislamiento de
EVR de productos carnicos con respecto a los alimentos lacteos (Chajecka-

Wierzchowska et al. 2012, Sanchez Valenzuela et al. 2013).

Los aislamientos que expresaron resistencia a gentamicina (alto nivel),
eritromicina, tetraciclina, estreptomicina (alto nivel), ciprofloxacina, linezolid vy
cloranfenicol fueron recuperados mayoritariamente de alimentos carnicos y en
menor numero de productos lacteos. Otros autores comunicaron la misma
tendencia en alimentos carnicos y lacteos de Brasil en los cuales observaron que
los enterococos recuperados de productos carnicos expresaron ANRG y ANRE en
mayor medida que los aislados de alimentos lacteos (Fracalanzza et al. 2007). En
un estudio reciente sobre enterococos de productos artesanales esparnoles se
detectdé mayor resistencia a eritromicina en aislamientos de alimentos lacteos (n =
14) que en derivados carnicos (n = 4) a diferencia de lo comunicado en la presente
tesis. Estos investigadores detectaron una mayor prevalencia de resistencia a
ciprofloxacina en enterococos recuperados de productos lacteos que en aquellos
aislados de productos carnicos (Sanchez Valenzuela et al. 2013). En enterococos
de productos polacos se observaron frecuencias de resistencia a tetraciclina
distintas de acuerdo a si se trataba de productos carnicos o lacteos. En los
aislamientos carnicos se detectdé 20,0% de resistencia a este antimicrobiano
mientras que el 14,7% de los enterococos provenientes de alimentos lacteos
expres6 un fenotipo resistente a tetraciclina. En este estudio también se observo
resistencia a linezolid en enterococos de alimentos carnicos aunque la totalidad de
los aislamientos de productos lacteos fue susceptible a ese antimicrobiano
(Chajecka-Wierzchowska et al. 2012). Otras investigaciones han demostrado que

la resistencia a cloranfenicol es mas frecuente en enterococos recuperados de
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productos lacteos pues no se han recuperado aislamientos resistentes a este
antimicrobiano provenientes de alimentos carnicos (Sanchez Valenzuela et al.
2013).

En enterococos recuperados de salamines artesanales se detectd resistencia al
antimicrobiano ampicilina (E. faecalis >E. faecium)* como también a tetraciclina (E.
faecalis >E. faecium), ciprofloxacina (E. faecium >E. faecalis), eritromicina (E.
faecalis >E. faecium), cloranfenicol (E. faecalis), linezolid (E. faecalis = E.
faecium), vancomicina (E. faecium), teicoplanina (E. faecium), ANRG (E. faecalis
>E. faecium) y ANRE (E. faecalis >E. faecium).

En los alimentos carnicos y lacteos analizados en esta investigacion se observé
resistencia a los antimicrobianos ensayados con variaciones de acuerdo al tipo de

producto.

En salamines artesanales espafoles al evaluar la resistencia antimicrobiana de
aislamientos de enterococos se observaron mayores porcentajes de resistencia a
eritromicina, linezolid y tetraciclina en E. faecalis que en E. faecium. En cambio se
detectaron con mayor frecuencia E. faecium ampicilino-resistentes, resistentes a
ciprofloxacina y resistentes a glucopéptidos. A diferencia de lo observado en esta
tesis, se recuperaron E. faecalis y E. faecium resistentes a cloranfenicol aunque
no se aislaron enterococos con alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos
(Martin et al. 2005). En otro estudio realizado para evaluar la calidad
microbiolédgica de productos carnicos fermentados portugueses se observo que los
aislamientos de E. faecalis expresaron ANRG (10/20). Los autores comunicaron
ademas que los enterococos presentaron resistencia a eritromicina, tetraciclina,
vancomicina y ampicilina (Ribeiro et al. 2011). En las investigaciones mencionadas
no se determinéd si los enterococos recuperados presentaban ANRE pues el Unico

aminoglucésido ensayado fue gentamicina.

*>: mayor, =: igual
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En aislamientos de carne picada se observé resistencia a tetraciclina,
ciprofloxacina, eirtromicina, cloranfenicol, linezolid, alto nivel de resistencia a los
aminoglucésidos (gentamicina, estreptomicina) exclusivamente en E. faecalis. Por
su parte la resistencia al B-lactamico ampicilina como a los glucopéptidos
vancomicina y teicoplanina se expreso unicamente en aislamientos caracterizados
como E. faecium. En enterococos recuperados de carnes tunecinas se detectd
resistencia a tetraciclina, eritromicina y ANRE. Los aislamientos resistentes a
estos antimicrobianos fueron tipificados como E. faecalis y E. faecium. Se observé
resistencia a cloranfenicol en E. faecalis y ANRG en un aislamiento de E. faecium
(Kibi et al. 2013). En carnes estudiadas en Canada se detecté un mayor numero
de E. faecium resistentes a cloranfenicol y eritromicina. La resistencia a tetraciclina
fue mas prevalente en E. faecalis. Igual nUmero de aislamientos de E. faecalis y
de E. faecium expresaron ANRE, aunque se detectd solamente resistencia a
ciprofloxacina en E. faecium y ANRG en E. faecalis (Jahan et al. 2013). En otra
investigacion realizada en Canada se evalud el perfil de resistencia antimicrobiana
en enterococos recuperados de carne de pollo, vaca, cerdo y pavo. En el 100% de
los aislamientos no se detectd resistencia a linezolid o a glucopéptidos (Aslam et
al. 2012). En un estudio reciente sobre ampicilino-resistencia, en enterococos de
origen carnico no se recuperaron aislamientos resistentes a este antimicrobiano

(Sanchez Valenzuela et al. 2013).

En la presente tesis, enterococos recuperados de leche cruda de cabra
expresaron resistencia a seis antimicrobianos. Se detectd resistencia a
ciprofloxacina, eritromicina, vancomicina, teicoplanina, resistencia de alto nivel a
gentamicina y a estreptomicina. Los aislamientos resistentes fueron E. faecium en
su totalidad. En alimentos artesanales procedentes de Marruecos se estudio la
resistencia antimicrobiana de los enterococos recuperados. En aislamientos de E.
faecalis provinientes de leche de cabra se observé la expresion de resistencia a
ciprofloxacina y tetraciclina. No se detecto resistencia a eritromicina, cloranfenicol,
vancomicina, teicoplanina, ANRG, ANRE y ampicilina (Sanchez Valenzuela et al.
2008).
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En la presente investigacion los enterococos recuperados de queso de cabra
presentaron un perfil de resistencia antimicrobiana diferente al de los enterococos
de leche de cabra. Los aislamientos de E. faecium expresaron resistencia a
tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, glucopéptidos, alto nivel de resistencia a
los aminoglucésidos y ampicilina. Asimismo, un E. faecalis presento resistencia de
alto nivel a gentamicina. En enterococos recuperados de queso de cabra
elaborado en Turquia se investigo la resistencia a vancomicina. En la totalidad de
los aislamientos evaluados no se detect6 la expresidn de resistencia al
antimicrobiano (Tuncer 2009). En quesos tradicionales y comerciales elaborados
en Marruecos se aislaron E. faecalis que presentaron resistencia a eritromicina
(2/7), tetraciclina (7/7), cloranfenicol (1/7), ciprofloxacina (5/7) y ANRE (3/7). No se
detect6 resistencia a estos antimicrobianos en E. faecium aislados de quesos de
cabra. En un estudio posterior en quesos de cabra artesanales espanoles los
aislamientos caracterizados como E. faecium presentaron mayor frecuencia de
resistencia que E. faecalis a eritromicina, tetraciclina y ciprofloxacina. En cambio,
se observé resistencia a cloranfenicol, vancomicina y teicoplanina unicamente en
E. faecalis. En los estudios mencionados no se detect6 ANRG o ampicilino-

resistencia (Sanchez Valenzuela et al. 2008, Sanchez Valenzuela et al. 2013).

En la presente tesis los enterococos aislados de queso de oveja expresaron
resistencia a linezolid (E. faecium), glucopéptidos (E. faecium), ANRG y ANRE (E.
faecalis) y ampicilino-resistencia (E. faecium mayor que E. faecalis). En quesos de
oveja de una regién del sur de Argentina se aislaron E. faecalis y E. faecium en los
cuales solamente se evalué la resistencia a vancomicina, observandose que el
100% de los enterococos aislados no presenté resistencia al glucopeptido
(Marguet et al. 2008). Otros autores realizaron un estudio mas amplio de la
resistencia antimicrobiana en enterococos recuperados de quesos de oveja
(Manchego) elaborados en una regién especifica de Espana. No se observo
resistencia a gentamicina o ampicilino-resistencia en la totalidad de los
aislamientos; en un enterococo caracterizado como E. faecalis se detectd

resistencia a vancomicina y los aislamientos de Enterococcus spp.
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tambiénpresentaron resistencia a eirtromicina, ciprofloxacina y cloranfenicol
(Nieto-Arribas et al. 2011).

Los enterococos recuperados de queso de vaca en esta investigacion
presentaron resistencia antimicrobiana a todos los agentes ensayados. Se
observd resistencia a tetraciclina (E. faecalis >E. faecium), ciprofloxacina (E.
faecium >E. faecalis), eirtromicina (E. faecalis = E. faecium), cloranfenicol (E.
faecalis), linezolid (E. faecalis = E. faecium), glucopéptidos (E. faecium), ANRG (E.
faecalis = E. faecium), ANRE (E. faecium) y ampicilina (E. faecium).

En enterococos de quesos de vaca artesanales espafoles se observd mayor
resistencia aciprofloxacina y a vancomicina en E. faecium que en E. faecalis. En
cambio, en aislamientos de E. faecalis fue superior la expresion de resistencia a
eritromicina y a tetraciclina. Asimismo, se detectd6 ANRE en igual numero de
aislamientos de E. faecalis y de E. faecium. Se observo resistencia a teicoplanina
exclusivamente en E. faecium (Sanchez Valenzuela et al. 2009).

En un estudio sobre enterococos recuperados de quesos franceses, al investigar
el alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos, se observaron diferencias
significativas de acuerdo al tipo de producto. Aislamientos de enterococos
provenientes de quesos elaborados con leche cruda presentaron ANRE aunque
no se expreso esta resistencia en aislamientos procedentes de quesos elaborados
con leche pasteurizada (Jamet et al. 2012).

Al determinar la CIM de los aislamientos de enterococos de la presente
investigacién se observaron similitudes y diferencias con la prueba cualitativa de
difusion en agar, si bien se comprob6 una co-relacion para la los resultados de la
mayoria de los aislamientos. En E. gallinarum se detecté susceptibilidad
intermedia a vancomicina que fue luego confirmada por una CIM intermedia para
este antimicrobiano. En cambio, un aislamiento tipificado como E. faecium fue
considerado ampicilino-sensible por el método cualitativo mientras que la CIM para
ese antimicrobiano lo clasificd como resistente. Ese aislamiento de E. faecium fue

positivo para la prueba que permite detectar la produccion de B-lactamasa. Este
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hallazgo es de gran relevancia pues la resistencia a este antimicrobiano por este
mecanismo es muy poco frecuente, incluso en enterococos productores de

infecciones humanas (Arias et al. 2010).

En 56/114 (49,1%) enterococos de alimentos de origen animal estudiados en la
presente investigacion se detectd resistencia exclusivamente a un antimicrobiano.
En orden decreciente los aislamientos mono-resistentes fueron tipificados como E.
faecalis (n = 32), E. faecium (n = 23) y E. gallinarum (n = 1). Se observd una
mayor recuperacion de aislamientos mono-resistentes a partir de productos
lacteos y en menor frecuencia de alimentos cérnicos. Los enterococos carnicos
provinieron de carne picada (57,9%) y de salamin artesanal (42,1%). A nivel de
especie se recuperaron E. faecalis de carne picada y salamin artesanal. Los
enterococos de origen lacteo se aislaron de queso de vaca (54,1%), de queso de
oveja (43,2%) y de queso de cabra (2,7%). De queso de vaca se recuperaron en
orden decreciete E. faecium,E. faecalis y E. gallinarum con mono-resistencia
antimicrobiana. Se aislaron enterococos resistentes a un antimicrobiano de queso
ovino (E. faecium enmayor numero que E. faecalis) y de queso de cabra (E.
faecalis).

En alimentos listos para consumir estudiados en Suiza se detectd resistencia a
un antimicrobiano en el 25,5% (36/141) de los enterococos estudiados. Los
aislamientos mono-resistentes fueron caracterizados como E. casseliflavus
(34,8%), E. durans (26,3%) mientras que el 26,1% y 21,2% fueron tipificados como
E. faeciumy E. faecalis, respectivamente(Baumgartner et al. 2001). En alimentos
de Marruecos se detect6 resistencia a un antimicrobiano en un E. faecalis y dos E.
faecium recuperados de productos lacteos (Sanchez Valenzuela et al. 2008).En
otro estudio realizado en Costa Rica sobre enterococos de origen lacteo
identificados como E. faecalis, E. faecium y E. gallinarum no se observé la
expresion de resistencia a un solo antimicrobiano (Araya et al. 2005).

En esta investigacion se aislaron E. faecalis y E. faecium ampicilino-resistentes y
E. faecium con resistencia a linezolid exclusivamente. Otros autores al estudiar la

presencia de enterococos en alimentos carnicos y lacteos no detectaron
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ampicilino-resistencia en forma aislada sino en forma simultadnea con resistencia a
otros antimicrobianos (Baumgartner et al. 2001). En estudios previos se investigd
la resistencia a linezolid expresada por enterococos recuperados de animales y de
alimentos de ese origen. Sin embargo, solo se comunicaron las frecuencias de
resistencia al antimicrobiano sin especificar si los aislamientos presentaron

unicamente resistencia a linezolid (Martin et al. 2005, Ruzauskas et al. 2009).

En esta investigacién se recuperaron enterococos de alimentos carnicos y lacteos
que expresaron mono-resistencia a otros antimicrobianos. En aislamientos de E.
faecalis se detectd resistencia a tetraciclina (aislados de salamin, carne picada,
queso de vaca), ciprofloxacina (recuperados de carne picada), eritromicina (carne
picada, queso de vaca), cloranfenicol (provenientes de carne picada, queso de
vaca), ANRG (aislados de carne picada, queso de cabra, queso de oveja, queso
de vaca)y ANRE (recuperados de carne picada, salamin artesanal, queso de
oveja). Se observd ademas mono-resistencia a ciprofloxacina en E. faecium
(queso de vaca) y a eritromicina tanto en E. faecium como en E. gallinarum
aislados de queso de vaca.

En alimentos de origen animal europeos recuperaron enterococos con
resistencia individual a los antimicrobianos. Se observé resistencia a cloranfenicol
(5/47), eritromicina (3/47), tetraciclina (2/47), ciprofloxacina (1/47), ANRG (1/47) y
ANRE en E. faecalis. Se observo la expresién de mono-resistencia a ciprfloxacina
(9/48) y a eritromicina (1/48) en aislamientos de E. faecium. Al igual que en esta
investigacion se detectd predominio de resistencia individual en E. faecalis con
respecto a E. faecium (Franz et al. 2001). En el aislamiento de E. gallinarum de
esta investigacion se detect6 resistencia a un antimicrobiano (eritromicina). Otros
autores detectaron enterococos de esta especie en alimentos de origen animal
aunque expresaron resistencia a multiples antimicrobianos. En enterococos
recuperados de leche un 50% de los aislamientos de E. gallinarum present6
resistencia a dos antimicrobianos y en el 50% restante se observé resistencia a

cuatro o mas compuestos (Araya et al. 2005).
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En la presente tesis se observé la expresion de resistencia conjunta a dos o mas
antimicrobianos en el 23,0% de los aislamientos. Se detect6 resistencia multiple
en un mayor numero de E. faecium (31/58) que de E. faecalis (27/58) provenientes
de alimentos carnicos (53,4%) y lacteos (46,6%). En productos carnicos y lacteos
suizos se detecto resistencia simultdnea a dos o mas antimicrobianos en 41/157
(26,1%) enterococos. La mayor proporcion de aislamientos multi-resistentes se
observo en E. faecium (recuperados de salamin artesanal, carne picada, leche de
cabra, queso de cabra, queso de oveja, queso de vaca) seguida por E. faecalis
(aislados de salamin artesanal, carne picada, queso de vaca) aunque se
recuperaron cinco E. durans con resistencia antimicrobiana multiple (Baumgartner
et al. 2001). En otra investigacion se comunicd la expresion de resistencia
simultanea a varios antimicrobianos en 25 aislamientos de productos animales
sobre un total de 38 enterococos recuperados de alimentos de origen animal y
vegetal. Los autores comunicaron que la multi-resistencia fue presentada en
mayor proporcion por aislamientos de E. faecalis que por los tipificados como E.
faecium. Asimismo, a diferencia de lo observado en la presente tesis, los
enterococos multi-resistentes fueron recuperados en mayor porcentaje de
alimentos lacteos (72%) mientras que los restantes fueron de origen carnico

(Sanchez Valenzuela et al. 2008).

En esta investigacion los aislamientos de enterococos de alimentos carnicos y
lacteos expresaron resistencia simultdnea en un rango comprendido entre dos y
ocho antimicrobianos. Se detectaron 24 perfiles de resistencia antimicrobiana
multiple. Se halld, en orden decreciente, resistencia conjunta a tres
antimicrobianos (23/58), dos antimicrobianos (17/58), seis antimicrobianos (6/58),
ocho antimicrobianos (6/58), cinco antimicrobianos (3/58), siete antimicrobianos
(2/58) y cuatro antimicrobianos (1/58).

En un estudio reciente en el cual se caracterizaron enterococos aislados de
productos de origen animal, al evaluar la resistencia a diez antimicrobianos, se

encontraron 17 perfiles de multi-resistencia antimicrobiana. Los aislamientos
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presentaron resistencia simultanea a cinco (15/30), tres (6/30), cuatro (5/30), dos
(2/30), seis (1/30) o siete (1/30) antimicrobianos (Jamet et al. 2012).

En el conjunto de perfilesse observé resistencia a la totalidad de los
antimicrobianos ensayados. Se debe destacar que se recuperaron aislamientos de
EVR que presentaron resistencia simultdnea a otros compuestos como ampicilina,
tetraciclina, eritromicina, ciprofloxacina, ANRG y ANRE. En una investigacién
donde se aislaron enterococos de productos carnicos se detectdé resistencia a
vancomicina y teicoplanina en el 10,7% de los aislamientos. Ademas se observé
resistencia simultanea a eritromicina, ANRG, ANRE aunque no se recuperaron
enterococos ampicilino-resistentes (Messi et al. 2006). En enterococos
productores de infecciones humanas la resistencia acompanante detectada fue
similar a la observada en esta investigacién. En un estudio multi-céntrico se
detecté en EVR resistencia simultanea a tetraciclina, ciloranfenicol, eritromicina,

ciprfloxacina, ampicilino-resistencia, ANRG y ANRE (Corso et al. 2007).

Los aislamientos de esta investigacion presentaron ANRG y/o ANRE junto con
resistencia a otros antimicrobianos no aminoglucésidos. Ciertos perfiles de multi-
resistencia observados en esta tesis fueron comunicados por otros autores para
enterococos recuperados de alimentos. En esta investigacion se observé en forma
conjunta ANRG y ANRE en E. faecalis de origen cérnico. En enterococos aislados
de productos animales de Brasil se detectdé en forma simultdnea ANRG y ANRE
en 3/294 (1,0%). Los enterococos que presentaron ese perfil de resistencia
antimicrobiana fueron tipificados como E. gallinarum, aunque no se recuperaron E.
faecalis con expresion simultdnea de alto nivel de resistencia a los dos

aminoglucésidos (Fracalanzza et al. 2007).

En la presente tesis se detectd resistencia conjunta a tetraciclina, eritromicina y
ANRG en E. faecalis provenientesde salamin artesanal. Este perfil de resistencia
fue observado en el 2,4% de E. faecalis aislados de productos carnicos de Brasil y
en 1/20 (5%) E. faecalis recuperados de productos carnicos fermentados
tradicionales elaborados en Portugal. En cambio, en esta investigacion un E.
faecalis recuperado de carne picada expres6 ANRE con resistencia simultanea a
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eritromicina y tetraciclina. En alimentos provenientes de Brasil, E. faecalis aislados
deproductos carnicos (26,8%) y lacteos (16,7%) presentaron resistencia a esos
antimicrobianos (Fracalanzza et al. 2007, Ribeiro et al. 2011).

En un aislamiento de E. faecalis recuperado de salamin artesanal se detectd
resistencia a eritromicina y ANRE. Al investigar la multi-resistencia antimicrobiana
en enterococos de alimentos brasileros se observé que el 2,4% de E. faecalis de
origen carnico y el 50% de los aislamientos de esta especie recuperados de
productos lacteos presentaron ese perfil de resistencia antimicrobiana
(Fracalanzza et al. 2007).

En un E. faecalis aislado de salamin artesanal se observé ANRG, ANRE, con
resistencia asociada a eritromicina, ciprofloxacina, tetramicina y cloranfenicol. En
enterococos recuperados de alimentos europeos se detectd este perfil de
resistencia antimicrobiana multiple en el 2,1% de los aislamientos de E. faecalis
(Franz et al. 2001). Sin embargo, otros autores no aislaron enterococos de
alimentos que expresaran ANRG junto con resistencia a cloranfenicol y a
eritromicina; ANRG y ANRE en simultdneo con eritromicina, ciprofloxacina o
ANRG y ANRE junto con eritromicina, ciprofloxacina y cloranfenicol (Franz et al.
2001, Fracalanzza et al. 2007).

En esta investigacion la mayoria de los perfiles de resistencia antimicrobiana
multiple observada en los aislamientos incluyeron a linezolid. Se detecto
resistencia a este antimicrobiano en cinco fenotipos de resistencia antimicrobiana
multiple: 1) tetraciclina-linezolid, 2) tetraciclina-eritromicina-linezolid, 3) tetraciclina-
ciprofloxacina-cloranfenicol-linezolid, 4) ciprofloxacina-eritromicina-tetraciclina-
vancomicina-teicoplanina-linezolid, 5) eritromicina-tetraciclina-cloranfenicol-ANRG-
ANRE-linezolid). Otros investigadores que evaluaron la susceptibilidad a linezolid
en enterococos recuperados de alimentos de origen animal no comunicaron
resistencia a este antimicrobiano (Fracalanzza et al. 20007).

En esta investigacion se recuper6é un aislamiento de E. faecalis de queso de
vaca que presentod resistencia simultanea a eritromcicina y a ciprofloxacina. En

cambio, en enterococos aislados de productos animales europeos se observo este
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perfil de resistencia en el 6,2% de los aislamientos de E. faecium (Franz et al.
2001).

En la presente tesis un E. faecalis aislado de queso de vaca expresoé resistencia
conjunta a tetraciclina y a ciprofloxacina. En investigaciones realizadas en
Marruecos y Espafia no se recuperaron enterococos resistentes en forma conjunta
a tetraciclina y a ciprofloxacina exclusivamente, aunque en 2/92 (2,2%) E. faecium
aislados de pollos portugueses se detect6 el fenotipo de resistencia tetraciclina-
ciprofloxacina (Poeta et al. 2006a, Sanchez Valenzuela et al. 2008, Sanchez
Valenzuela et al. 2009).

En la presente investigacion dos aislamientos de E. faecalis de origen cérnico
presentaron resistencia simultanea a tetraciclina y a eritromicina. Ese perfil es
frecuentemente observado en enterococos recuperados de alimentos de origen
animal. En un estudio sobre la resistencia a tetraciclina de enterococos
recuperados de quesos europeos se observo que el 6% de E. faecalis resistentes
a teraciclina presentaba resistencia conjunta a eritromicina. Este fenotipo de
resistencia se observé en E. faecalis (41,5%), E. casseliflavus (30%), E. durans
(50%) y E. gilvus (100%) aislados de alimentos carnicos comercializados en una
regién de Brasil. Asimismo, la resistencia conjunta a estos dos antimicrobianos se
detect6é en E. faecalis (5%) aislados de productos carnicos fermentados
portugueses (Huys et al. 2004, Fracalanzza et al. 2007, Ribeiro et al. 2011).

En esta investigacion se detectd resistencia simultdnea a tetraciclina,
eritromicina y cloranfenicol en E. faecalis aislado de salamin artesanal. En un
estudio sobre enterococos recuperados de alimentos suizos listos para consumir
se detectdé este perfil de resistencia antimicrobiana en 7/52 (13,5%) de los
aislamientos tipificados como E. faecalis. El 100% fue recuperado de productos
lacteos. En otro estudio sobre alimentos lacteos europeos el 24,2% (8/33) de los
enterococos aislados resistentes a tetraciclina (E. faecalis) expresd resistencia a
eritromicina y a cloranfenicol en forma conjunta. En cambio, en un estudio sobre
alimentos carnicos y lacteos de Brasil se detectd resistencia simultanea a los tres
antimicrobianos en E. faecalis (9,8%) recuperados de productos carnicos. Este
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perfil de multi-resistencia antimicrobiana no fue expresado por E. faecalis de

origen lacteo (Baumgartner et al. 2001, Huys et al. 2004, Fracalanzza et al. 2007).

El 12,7% de los enterococos recuperados de alimentos de origen animal
estudiados en la presente tesis expres6 en forma simultanea factores de virulencia
y resistencia antimicrobiana, principalmente en E. faecalis (10,3%) y en menor
medida en E. faecium (2,4%). Los aislamientos provinieron en mayor numero de

productos carnicos que lacteos.

Aislamientos de EVR de origen carnico y lacteo expresaron en forma simultanea
gelatinasa y/o de Sustancia Agregativa. Asimismo, se observo en enterococos con
alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos la produccion de gelatinasa,
hemolisina y Sustancia Agregativa en forma individual o conjunta. Se detect6 la
presencia de gelatinasa y Sustancia Agregativa junto con uno de los fenotipos de
resistencia mas frecuentes en enterococos de origen alimentario, tetraciclina-
eritromiina. También se detecto resistencia a tetraciclina en forma simultanea con

otros antimicrobianos y con Sustancia Agregativa.

Otros investigadores han observado algunas de las combinaciones de
resistencia antimicrobiana y factores de virulencia que fueron detectadas en esta

tesis.

En enterococos recuperados de productos carnicos fermentados se observaron
cuatro fenotipos de expresion simultdnea de factores de virulencia y resistencia
antimicrobiana. Aislamientos de E. faecalis expresaron en forma simultdnea
combinaciones tales como gelatinasa-eritromicina-tetraciclina, gelatinasa-
eritromicina-tetraciclina-vancomicina, y gelatinasa-eritromicina-ANRG-vancomicina
(Ribeiro et al. 2011). En cambio, en enterococos recuperados de alimentos de
origen europeo en 24/95 (25,2%) aislamientos se observo la expresion conjunta de
factores de virulencia y resistencia antimicrobiana aunque los fenotipos no
coincidieron con los comunicados en la presente investigacion (Franz et al. 2001).
En un estudio realizado sobre enterococos de origen animal y humano en Corea
del Sur se observé la expresion conjunta de alto nivel de resistencia a los
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aminoglucodsidos, gelatinasa y hemolisina en E. faecalis recuperados de animales
destinados a la produccion de alimentos aunque no se detect6 esta asociacion en
aislamientos de esas especies de origen humano (Han et al. 2011). En una
investigacion previa, en Estados Unidos, en E. faecalis de origen humano el 35,8%
de los aislamientos present6 ANRG. Asimismo el 91,2% de los enterococos con
ANRG presentd actividad hemolitica (Huycke et al. 1991).

En la presente tesis el 12,7% de los aislamientos de enterococos de productos
animales estudiados fue categorizado para fenotipos de resistencia a
glucopéptidos (objetivo 4) como VanA (12,3%) y VanC (0,4%). No se detectd la
presencia de enterococos que expresaran el fenotipo VanB. El 100% de los EVR
VanA (resistencia a vancomicina y a teicoplanina) fue tipificado como E. faecium
de productos carnicos y lacteos, mientras que el aislamiento con fenotipo VanC
fue tipificado como E. gallinarum de origen lacteo. En un estudio en el que se
caracterizaron EVR recuperados de alimentos de origen animal, los aislamientos
carnicos fueron asignados a los fenotipos VanA (10,7%), VanB (8,3%) y VanC
(16%). En ese estudio observaron que el fenotipo VanA se detectd en aislamientos
de cuatro especies: E. faecium (11/18), E. faecalis (3/18), E. casseliflavus (3/18) y
E. gallinarum (1/18). En cambio, los EVR con fenotipo VanC fueron tipificados

mayormente (16/27) como E. gallinarum (Messi et al. 2006).

El predominio del fenotipo VanA también se ha observado en aislamientos de E.
faecium productores de infecciones clinicas en Argentina. En un estudio publicado
en el ano 2007 se comunic6 que el 100% de los enterococos presenté resistencia
a vancomicina aunque el 99,7% expresd resistencia a teicoplanina. Mediante
técnicas moleculares se demostrdé que solamente un E. faecium era portador del
determinante genético asociado con el fenotipo VanB (Corso et al. 2007). En una
investigacion previa se habia observado que un aislamiento de E. gallinarum
expreso el fenotipo VanA, a diferencia del recuperado en la presente investigacion
que fue categorizado como VanC (Togneri et al. 2003).

En la presente tesis la prevalencia de los aislamientos de enterococos fue
variada de acuerdo a la especie y para los distintos tipos de alimentos de origen
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animal estudiados. Para E. faecium y E. faecalis se observd una mayor
prevalencia en alimentos lacteos que en productos carnicos. Por su parte, los
aislamientos de E. avium, E. durans, E. gallinarum, E. hirae y E. raffinosus fueron
prevalentes uUnicamente en derivados lacteos. En estudios previos sobre
enterococos aislados de alimentos de origen animal es escasa la informacion
sobre la prevalencia en las muestras analizadas. En productos animales
canadienses se observé que la especie mas prevalente en alimentos carnicos era
E. faecalis pues se recuperé en un rango comprendido entre el 73% y mas del
94% de las muestras estudiadas, seguido por los aislamientos de E. hirae, aunque
se registraron bajas frecuencias de recuperacion de E. faecium (Aslam et al.
2012).
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El presente trabajo de tesis permitié:

Aislar enterococos de alimentos de origen animal elaborados en un area rural del
Centro de la Provincia de Buenos Aires, Argentina

Detectar una mayor positividad en muestras de origen carnico (139/215) con
respecto a las de origen lacteo (76/215).

Caracterizar fenotipicamente enterococos a nivel de especie, resultando E.
faecalis la especie mas prevalente seguida por E. faecium,E. raffinosus, E. avium,
E. durans, E. gallinarumy E. hirae

Demostrar la correlacién entre la caracterizacion fenotipica mediante pruebas
bioquimicas y los patrones de bandas de SDS-PAGE en el 100% de los
aislamientos caracterizados como E. faecalisy E. faecium.

Investigar la expresion de distintos factores de virulencia (produccién de
hemolisina, gelatinasa, Sustancia Agregativa, biofilm) en los aislamientos
recuperados de los alimentos de origen animal

Evaluar la evasidn de la respuesta inmune del hospedador in vitro (muerte
bacteriana por opsonofagocitosis y sensibilidad a la actividad bactericida del
suero).

Determinar el perfil de resistencia asociada a antimicrobianos de utilizacién clinica
para Enterococcus spp. mediante pruebas de sensibilidad in vitro, cualitativas
(difusién en agar, produccion de beta-lactamasa) y cuantitativas (Concentracion
Inhibitoria Minima).

Categorizar los fenotipos de resistencia a glucopéptidos en los aislamientos de
alimentos de origen animal

Detectar la expresion simultanea de factores de virulencia y resistencia
antmicrobiana en los aislamientos provenientes de alimentos de origen animal

Establecer la prevalencia de Enterococcus spp. en las muestras analizadas

Al realizar el andlisis comparativo de los resultados obtenidos en este estudio con
los comunicados por otros autores se observo una tendencia en investigaciones
previas de no co-relacionar la portacion de determinantes genéticos de virulencia

con su expresion. Esto puede llevar a una ponderacién inexacta de la presencia
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de aislamientos de enterococos productores de factores de virulencia pues se ha
demostrado que la presencia de los determinantes de virulencia no redunda
indefectiblemente en su deteccién fenotipica. Esta discrepancia genotipica-
fenotipica contribuye a favor de la necesidad de realizar pruebas fenotipicas para
evaluar la produccion de factores de virulencia y no limitarse a la deteccion de los
genes codificantes mediantes técnicas moleculares, como ha sido observado en
los ultimos anos en las investigaciones de la inocuidad de los enterococos de
alimentos de origen animal. Por lo tanto, se enfatiza la relevancia de las pruebas
fenotipicas en el estudio de la contribucion de los factores de virulencia en la
patogenicidad de los enterococos.

La recuperacién de enterococos productores de hemolisina a partir de alimentos
de origen animal debe ser tenida en cuenta al momento de evaluar la inocuidad de
estos productos pues como se ha mencionado previamente, este factor de
virulencia puede estar codificado por elementos genéticos maoviles. La existencia
de los determinantes genéticos de hemolisina como parte integrante de material
extracromdsomico posibilita su transferencia horizontal contribuyendo a su
diseminacién hacia bacterias no patégenas y a la generaciéon de reservorios que

permiten su persistencia.

Al evaluar la capacidad de evasion de la respuesta inmune por parte de los
enterococos provenientes de alimentos de origen animal los resultados obtenidos
sugieren que en los aislamientos investigados no hubo expresién de componentes
polisacaridicos capsulares o estos aislamientos no poseen los determinantes

genéticos que los codifican.

Al investigar el perfil de resistencia antimicrobiana de los enterococos
recuperados de alimentos de origen animal mediante la prueba cualitativa de
difusion en agar se observé resistencia a todos los compuestos ensayados.

El alto nivel de resistencia a los aminoglucésidos, principalmente a gentamicina,
constituye un motivo de preocupacion en el ambito de la Salud Publica Humana.
La expresion de esta resistencia tiene como consecuencia la pérdida del
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sinergismo entre los aminoglucésidos y compuestos que actian sobre la pared
celular bacteriana tales como ampicilina y vancomicina. Estas combinaciones de
antimicrobianos son empleadas para el tratamiento de cuadros infecciosos graves

como la endocarditis causada por enterococos

El EVR ha sido declarado como una problematica acuciante de Salud Publica
debido a su creciente prevalencia y a la presencia de resistencia acompanante. En
Argentina se han comunicado aislamientos de EVR con resistencia antimicrobiana
multiple productores de cuadros infecciosos, siendo mayor en E. faecium que en
E. faecalis, coincidiendo con lo comunicado para los enterococos de origen

alimentario.

Al analizar las frecuencias de resistencia a los antimicrobianos se observaron
diferencias para los compuestos a nivel intra-especie, tanto para E. faecalis como

para E. faecium.

En los alimentos carnicos y lacteos analizados en esta investigacién se observo
resistencia a los antimicrobianos ensayados con variaciones de acuerdo al tipo de
producto. Los enterococos ampicilina-resistentes y con resistencia a glucopéptidos

se aislaron con mayor frecuencia de productos lacteos que carnicos.

El aislamiento de enterococos en alimentos de origen animal resistentes a los
antimicrobianos ensayados refuerza la posibilidad de la diseminacion de la
resistencia a los seres humanos a través de la cadena alimentaria. Esta
demostrada la portacién intestinal transitoria en humanos de enterococos

resistentes a los antimicrobianos de productos animales.

En la region estudiada del Centro de la Provincia de Buenos Aires no se cuenta
con resultados previos en alimentos de origen animal que permitan realizar un
andlisis comparativo, para determinar si se produjo un incremento, mantenimiento
o disminucion de la presencia de Enterococcus spp. recuperados de alimentos
carnicos y lacteos elaborados a nivel local. En esta tesis no fue posible evaluar el
papel de los factores ambientales sobre la presencie de enterococos en la
microbiota de los alimentos, pues solo se tuvo acceso a los productos de origen

154



animal terminados. No fue posible realizar tomas de muestras para estudiar al
equipamiento o al personal involucrado en la elaboracién de los alimentos. Estas
consideraciones deberian ser tenidas en cuenta a la hora de realizar futuras

investigaciones.

Con este estudio se realiz6 un importante aporte al conocimiento sobre el papel
de los alimentos de origen animales elaborados artesanalmente en una regién del
Centro de la Provincia de Buenos Aires como potenciales reservorios de
enterococos que expresan factores de virulencia y/o mdultiple resistencia
antimicrobiana. Estos microorganismos pueden transmitirse a los seres humanos
a través de la cadena alimenticia, constituyendo un importante riesgo para la
Salud Publica. La vigilancia de la resistencia antimicrobiana y de los factores de
virulencia en enterococos aislados de alimentos artesanales de origen animal es
fundamental para preservar el valor terapéutico de los antimicrobianos y detectar
la presencia de componentes que contribuyen con la patogenia de las infecciones
causadas por estas bacterias.
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GLOSARIO

AAC: aminoglucésido N-acetil transferasas
ABC: agar base Columbia

ADN: acido desoxirribonucleico

AMP: ampicilina

ANRE: alto nivel de resistencia a estreptomicina
ANGE: alto nivel de resistencia a gentamicina
ANT: aminoglucésido-O-nucleotidil transferasas
APH: aminoglucésido-O-fosfotaransferasas
APS: persulfato de amonio

ARN: acido ribonucleico

ARNIt: acido ribonucleico de transferencia
ATCC: american Type Culture Collection

ATM: antimicrobiano

BEA: bilis esculina azida

BHI: infusion cerebro-corazén

C: atomos de carbono

°C: grados Celsius

CIM: concentracion inhibitoria minima

CIMg: concentracion inhibitoria minima para estreptomicina
ClIMyen: concentracion inhibitoria minima para gentamicina
CIP: ciprofloxacina

CLSI: clinical and Laboratory Standards Institute

CMP: cloranfenicol
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CO.: diéxido de carbono
CTA: cisteina tripteina agar
csp: cantidad suficiente para
DO: densidad 6ptica

ERY: eritromicina

EVR: enterococos vancomicina-resistentes
g: gramo

Gel: gelatinasa

GEN: gentamicina

h: horas

Ha: carne picada para elaboracién de hamburguesas
Hem: hemolisina

I: intermedio

Lc: leche de cabra

LZD: linezolid

mg: miligramo

Kg: microgramo

mM: mili molar

M: molar

MgCl,: cloruro de magnesio
MH: caldo Mueller-Hinton
MHA: agar Mueller-Hinton
min: minuto

mL: mililitro

uL: microlitro
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mm: milimetro

n: numero

N/D: no declarado

nm: nanometro

PAGE: electroforesis vertical con gel de poliacrilamida
PBP: penicillin binding protein

PBS: buffer fosfato salino

PMNs: leucocitos polimorfonucleares
p/V: relacién peso-volumen

Qc: queso de cabra

Qo: queso de oveja

Qv: queso de vaca

R: resistente

rpm: revoluciones por minuto

S: segundos

S: sensible

Sa: salamin artesanal

SA: sustancia agregativa

SDS: dodecilsulfato de sodio

STR: estreptomicina

TEI: teicoplanina

TEMED: N, N, N’, N’ tetrametiletildiamina
TET: tetraciclina

TS: caldo tripteina soja

TSA: agar tripteina soya
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UFC: unidades formadoras de colonias
van: gentoipo de resistencia a glucopéptidos
Van:fenotipo de resistencia a glucopéptidos

VAN: vancomicina
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