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RESUMEN

Se evaluaron antibiotipos de cepas de Enterococcus spp., provenientes de
lechugas de diferentes especies y distintos comercios de Cumana, estado Sucre.
De 52 lechugas adquiridas en centros de expendios de comida, se aislaron
cepas de Enterococcus spp. (38%). Desde el punto de vista comercial, las
lechugas de este estudio fueron Batavia, Iceberg, Achicoria roja, Escarola y
Romana. Cientificamente, las lechugas pertenecen a dos géneros, Lactuca y
Cichorium. La variedad de lechuga méas vendida en la ciudad de Cumana fue
Lactuca sativa L. pero la mas contaminada por enterococos fue Lactuca sativa
var. capitata (89%). Los sitios donde se compraron mas lechugas fueron el
Mercado Municipal y un Puesto Ambulante del centro de la ciudad. Solo dos
sitios vendieron lechugas no contaminadas con enterococos. Se demostro la
diseminacién clonal de dos cepas de E. faecalis y una cepa de E. faecium por
antibiotipificacion, y estas cepas clonales fueron aisladas de lechugas compradas
en el Mercado municipal, lo que hace suponer que la fuente de contaminacién es
la misma. Los antibiotipos de todas las especies de enterococos aisladas en este
trabajo se realizaron mediante las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana, con
el fin de conocer si se trataban de la misma cepa o eran distintas. El perfil de
susceptibilidad demostr6 que hay cepas resistentes a glicopéptidos,
fluoroquinolonas, ansamicinas, macrolidos, fenicoles y tetraciclinas. Sin embargo
la mayoria de las bacterias encontradas en estas lechugas presentaron
resistencia a el antibidtico rifampicina, y susceptibilidad de intermedia a alta a
ciprofloxacina. Estos resultados demuestran que la cadena alimenticia es una via
de diseminacion de bacterias multirresistentes a la microbiota intestinal humana,
convirtiendo el tracto gastrointestinal en un reservorio de bacterias intratables
con los antibidticos disponibles.



INTRODUCCION

Los enterococos son cocos Gram positivos, que se encuentran dispuestos
aislados, en pares, o formando cadenas cortas. Ellos pertenecieron,
clasicamente, a Streptococcus grupo D de Lancefield; sin embargo, a mediados
de la década de 1980 fueron oficialmente clasificados como enterococos
propiamente dicho. Son catalasa negativa, anaerobios facultativos, capaces de
crecer en condiciones extremas. Entre las caracteristicas bioquimicas
sobresalientes se incluyen: habilidad de crecer en presencia de NaCl al 6,5%, a
temperaturas entre 10°C y 45°C, y pH de 9,6. Tienen la capacidad de hidrolizar
la esculina, crecer en presencia de 40% de bilis, sobrevivir 30 min. a 60°C e
hidrolizar la L-pirrolidonil B-naftil-amida; esta habilidad ha sido usada como
parte de una prueba rapida para deteccion de enterococos en el laboratorio,
ademas, todas las especies producen leucina aminopeptidasa (LAP) (Koneman
et al., 2008).

Las especies de Enterococcus clinicamente importantes son: E. faecalis, E.
faecium, E. durans, E. avium, E. gallinarum, E. casseliflavus, E. raffinosus, E.
malodoratus, E. hirae, E. mundtii, E. solitarius, y E. pseudoavium. E. faecalis es
el patbgeno humano mas frecuente, representa el 60 al 90% de los aislamientos
clinicos. E. faecium es la segunda especie aislada con mas frecuencia,

representando de 5 a 16% de los aislamientos clinicos (Miller et al., 2014).

Los enterococos forman parte de la microbiota intestinal del hombre y animales;
pueden ser contaminante fecal de aguas residuales y eventualmente, aislarse
en multiples nichos ecologicos debido a su resistencia a los factores
ambientales. Es responsable de una variedad de infecciones entre las que se
citan, las del tracto urinario, heridas quirlrgicas, torrente sanguineo, sistema
nervioso central, endocarditis, intraabdominales, hepatobiliares, pélvicas y

sepsis neonatal (Quifiones, 2010).



Desde el descubrimiento y empleo de los antimicrobianos para el tratamiento de
las enfermedades infecciosas, el numero de bacterias resistentes ha
aumentado en forma notable. La vigilancia de la resistencia bacteriana se ha
realizado, en la mayoria de los casos, con microorganismos aislados de
muestras clinicas; no obstante, se debe estudiar a las bacterias aisladas de
muestras ambientales a fin de conocer su posible papel como reservorio de
genes codificadores de resistencia, y su capacidad para transferirlas
horizontalmente a los microorganismos patdogenos humanos (Ronconi et al.,
2002).

Enterococcus, a diferencia de Streptococcus, son resistentes a la mayor parte
de los agentes antimicrobianos, los agentes activos como penicilina, ampicilina
0 vancomicina, no son bactericidas en la mayoria de las cepas. Para lograr una
accion bactericida se propuso recurrir al efecto sinérgico de dos
antimicrobianos. Este esquema resultd efectivo hasta el siglo pasado en la
década del 70, cuando se empezaron a aislar las primeras cepas resistentes a
altos niveles de aminoglucésidos (CIM > 500 pug-mlt de gentamicina y 2 000
ug-ml?t de estreptomicina), debido a la presencia de enzimas modificadoras de
aminoglucésidos que anulan el sinergismo. La produccién de estas enzimas
modificadoras esta codificada por plasmidos transmisibles, por lo cual es
previsible un aumento en la incidencia de enterococos refractarios al
tratamiento con la asociacién betalactamico/ aminoglucésido (Ronconi et al.,
2002).

Los agentes antimicrobianos que pueden ser usados en infecciones debidas a
enterococos resistentes a multiples drogas, son las estreptograminas
(quinupristin/dalfopristin) o linezolide. Aunque quinupristin/dalfopristin pueden
ser utiles para el tratamiento de infecciones debidas a E. faecium, no son
activas contra E. faecalis. Linezolide tiene buena actividad contra Enterococcus

vancomicino resistentes y permite la administracion por via oral (100% de



biodisponibilidad oral). Quinupristin/dalfopristin y linezolide son bacteriostéticos
contra enterococos y ya fueron detectadas cepas resistentes para ambos
antimicrobianos (Miller et al., 2014).

Enterococcus vancomicino resistentes, a menudo son responsables de
infecciones nosocomiales, tienden a ser aislados con frecuencia de alimentos
de origen animal y vegetal. Su presencia en productos carnicos podria estar
asociada con el uso terapéutico de antimicrobianos en medicina veterinaria, o el
uso de antibidticos en alimentacion animal como promotores del crecimiento.
Algunos autores también creen que el uso de agua o abono sin tratar en las
tierras de cultivo, podria dar lugar a la propagacion de la resistencia a las

bacterias del suelo mediante transferencia horizontal (Torre et al., 2010).

La resistencia a los agentes antimicrobianos puede surgir, ya sea desde
mutaciones en el genoma bacteriano, o de adquisicion de genes que codifican
diversos mecanismos de resistencia. La resistencia se extiende verticalmente a
través de la difusiébn clonal u horizontalmente entre diferentes aislados,
especies, géneros y hasta reinos. La distribucion de los genes de resistencia se
facilita por la presencia de genes de resistencia en los elementos transferibles y
el uso de antibidticos de manera que permita la seleccion directa. Existen,
probablemente, diferentes vias de difusion de resistencia de las bacterias o sus
genes de resistencia; la principal ruta es de los animales a los seres humanos a
través de productos cérnicos. También, se utilizan en la agricultura grandes
cantidades de antibiéticos, lo que podria conducir a una seleccién de bacterias

resistentes (Boehme, 2004).

Varios estudios han demostrado que las verduras cultivadas en paises en vias
de desarrollo pueden estar contaminadas con microorganismos patdégenos, lo
cual es muy probable cuando se utilizan aguas residuales en el riego. Otras

fuentes de potencial riesgo para la salud son los abonos organicos,



especialmente los desperdicios de pollo, los métodos de transporte de
productos a los mercados y la manipulacion en los mercados y los puntos de
consumo. A pesar de los riesgos asociados a la salud, la agricultura urbana y
periurbana contribuyen significativamente a algunos de los objetivos de
desarrollo del milenio, relacionados con la mitigacion de la pobreza, la creacion

de empleo y la seguridad alimentaria (Amponsah et al., 2010).

La inocuidad higiénica es un rasgo importante de la calidad, especialmente para
las verduras que se consumen crudas que crecen cerca de la superficie del
suelo. Debido a la posible contaminacién con microorganismos patégenos en
humanos, por el uso de estiércol de aves de corral, una practica comdn no
exclusiva de la agricultura ecologica, por lo tanto puede ser considerada como
un riesgo para la salud. La supervivencia de estas bacterias en el suelo
después de la aplicacion de estiércol puede ascender hasta 100 dias. La
transferencia de patdégenos puede ocurrir por efectos de salpicaduras causadas
por las gotas de lluvia, riego por aspersion o por medio de transporte de las
particulas del suelo en las cabezas de lechuga por escarda mecanica (Fischer,
2008).

El consumo de vegetales contaminados con microorganismos patégenos, sobre
todo, en las zonas urbanas donde se utilizan aguas residuales para el riego de
cultivos de hortalizas, se sospecha que es un factor en los brotes de algunas
enfermedades de salud publica. La educacion en el uso efectivo de métodos de
descontaminacion antes de comer, ayuda a reducir el riesgo asociado con el

consumo de verduras contaminadas (Tiimub et al., 2012).

Cuando la industria de comida quiere satisfacer las expectativas del
consumidor, es probable que se incrementen los procesos para la produccién
de comidas preservadas. El uso de estas técnicas sencillas implica la

suposicion del siguiente aumento del riesgo microbiano. En algunas de las



comidas que se sirven en establecimientos publicos y privados se han
detectado microorganismos, los cuales son transmitidos por los alimentos,
debido a las incorrectas manipulaciones de procesamiento de alimentos o por la
gestidén de practicas comunes en la agricultura (Soriano et al., 2001; Aguirre et
al., 2007).

Debido a que la demanda de vegetales frescos ha aumentado en el mundo y
gue el consumo de comida rapida en puestos ambulantes es muy comun por la
actividad laboral, se han incrementado los problemas de salud asociados a la
proliferacion de microorganismos en alimentos lavados con procedimientos
incapaces de reducir significativamente la carga microbiana, ocasionando

problemas gastrointestinales (Cova, 2012).

Las comidas rapidas que se expenden en las calles, son potencialmente
trasmisoras de enfermedades gastrointestinales, y de estos alimentos los mas
contaminados son los vegetales entre ellos la lechuga. En Argentina se hizo un
estudio donde se demuestra que cepas de enterococos resistentes que se
creian circunscriptas al ambito hospitalario se encuentran en la comunidad, y
que la lechuga puede ser el vehiculo de transmisién de estas a los individuos
sanos (Péez, 2009; Ronconi et al., 2002).

La preocupacion publica por la calidad y la inocuidad de los alimentos es cada
vez mayor. Las caracteristicas visuales de las verduras indican su frescura y se
relaciona con su valor nutricional. La calidad nutricional incluye elementos
beneficiosos para el consumidor, pero también existen elementos perjudiciales
donde actian elementos patdégenos. En cuanto a la lechuga, la calidad
comercial y nutricional depende en gran medida de la estrategia agrondmica
utilizada. La liberacion rapida de nitrégeno (N) de los fertilizantes o un
excedente de N puede conducir a un aumento en el contenido de nitrato en los

tejidos de la planta, disminuyendo los beneficios de este vegetal (Sabine, 2005).



La realizacion de este trabajo tuvo como finalidad el estudio y comprensién
acerca de la diseminacion de cepas de enterococos con resistencia a diversos
antibioticos, en muestras de lechugas, lo cual contribuy6é a definir su posible
papel como reservorio de genes de resistencia a antimicrobianos. En los ultimos
afios, se ha observado un incremento notable de las infecciones en las que
estos microorganismos se presentan como microbiota Unica. Actualmente no se
han realizado estudios donde a través de la antibiotipificacion se determine la
colonizacion de bacterias por la misma cepa, hoy en dia se usan otras técnicas
como es la reaccién en cadena de la polimerasa o mejor conocida como PCR,
sin embargo no deja de ser importante este trabajo donde se pretende detectar
los antibiotipos que puedan estar presentes en cepas de Enterococcus spp.,

aisladas de muestras de lechugas de diferentes origenes.



METODOLOGIA

Muestras

Las muestras fueron 52 lechugas de diferentes especies las cuales se
identificaron previamente como Lactuca sativa L. (Batavia), Lactuca sativa var.
longiofolia (romana), Lactuca sativa var. capitata (icerberg), Cichorium intybus
var. foliosum (achicoria roja) y Cichorium endivia var. crispum (escarola), fueron
adquiridas en varios establecimientos comerciales de Cumand (11 del Mercado
Municipal, 16 del Puesto ambulante en frente del Parque Guaiqueri, seis de
Nuevo Prica, cinco de Unicasa, cuatro de Francys, dos del Supermercado
Marifio y ocho de Fashion Center), estado Sucre. El muestreo se realizo
siguiendo la tabla de numeros aleatorios. En el Mercado Municipal se
compraron cinco Lactuca sativa L, tres Lactuca sativa var. longiofolia y tres
Lactuca sativa var. capitata; del Puesto Ambulante: 16 Lactuca sativa L., de
Francys: dos Lactuca sativa var. capitata y dos Cichorium intybus var. foliosum,
de Nuevo Prica: cuatro Lactuca sativa L. y dos Lactuca sativa var. capitata, de
Supermercado Marifio: dos Lactuca sativa var. capitata, de Unicasa: tres
Lactuca sativa var. longiofolia y dos Cichorium endivia var. crispum, de Fashion
Center: tres Cichorium intybus var. foliosum y cinco Cichorium endivia var.

crispum.

Aislamiento y recuperacion de Enterococcus spp., de lechugas de
diferentes especies

Se sembraron 10 g de hojas de lechugas de diferentes clases y origenes en
tubos con caldo infusién cerebro corazén (BHI, por sus siglas en inglés) los
cuales fueron previamente identificados; luego se procedié a incubar y agitar en
bafio de Maria a 35°C por 24 horas. Se tomé un inoculo de cada tubo y se
sembraron en placas con agar Enterococcus Confirmatory (Biomark), luego
fueron incubadas a 35°C por 24 horas con el fin de aislar cepas de

Enterococcus (Ronconi et al., 2002).



Seleccion de cepas con morfologia tipica de enterococos y realizacién de
pruebas convencionales para identificacion de género

Una vez pasado el tiempo de incubacion, se reviso si se obtuvo aislamiento en
las placas de agar selectivo y se buscaron colonias con morfologia tipica para
Enterococcus a las cuales se les hizo la prueba de la catalasa, y asi verificar
gue no producen esta enzima. Las colonias seleccionadas en las placas fueron
transferidas con palillo de madera a tubos de hemdlisis con 1 mL de caldo BHI
con 6,5 de NaCl y fueron colocadas en bafio de Maria a 45°C por 24 horas para

verificar la presencia Enterococcus (Koneman et al., 2008).

Pruebas convencionales
Estas pruebas se realizaron de un cultivo puro crecido durante 24 horas, en
agar infusién cerebro corazon (BHI por sus siglas en ingles).

Produccion de la enzima Catalasa

Se basa en la capacidad del microorganismo para descomponer el peréxido de
hidrogeno en agua y O2. En una lamina portaobjetos se coloc6 una gota de
perdxido de hidrogeno (H202) al 3%. Luego con palillo de madera estéril se
tomdé una pequefia cantidad de la colonia sospechosa de Enterococo y se
colocé sobre la gota de agua oxigenada. En una reaccion positiva se observa la
presencia de burbujas. Para este género la prueba es negativa y permite

diferenciarlo de Streptococcus.

Crecimiento en presencia de NaCl al 6,5% a 45°C

Mide la capacidad de las bacterias a desarrollarse en altas concentraciones de
cloruro de sodio y a una temperatura de 45°C. Se rotularon los tubos de
hemolisis que contenian 1 mL de caldo BHI con 6,5% de cloruro de sodio, luego
se tomaron de 2 a 3 colonias del cultivo puro crecido durante 24 horas y se hizo

una suspension homogénea la cual se incub6 a 45°C por 24 horas. La aparicion



de turbidez en el caldo indica que la prueba es positiva. Esta prueba es positiva

para este género.

Determinacion de Motilidad

Determina si un microorganismo es movil o inmovil. Se realiz6 mediante
preparaciones humedas, se agregé una gota del liquido que contenia los
microorganismos sobre un portaobjetos limpio, sobre el que se colocd un
cubreobjetos, luego se llevd al microscopio y se observo en el objetivo de
inmersion. Se utilizan para la investigacion de caracteres de movilidad y
morfologia. En este género las especies moviles son E. gallinarum y E.

casseliflavus/flavescens.

Produccioén de Pigmento

Algunas bacterias tienen la capacidad de producir pigmento, en el caso de
enterococos producen un pigmento de color amarillo en agar BHI. Esta prueba
se realizd observando el crecimiento de las colonias de enterococos aisladas en

el agar BHI y sirve para identificar a E. casseliflavus.

Identificacién de las especies de Enterococcus

Ya confirmada la presencia de cepas de Enterococcus, se identificaron las
especies a traves de la galeria RAPID ID 32 STREP, dicha galeria comprende
un sistema de identificacion en formato de tira que consta de 32 pruebas para
estreptococos y bacterias similares a esta familia. A partir de un cultivo puro
crecido en agar BHI se prepard una suspension del microorganismo en agua
esteéril hasta una turbidez equivalente de un estandar 4 McFarland y 55 pL de la
suspension se colocaron en cada una de las capsulas. La tira se incubo a 35°C

y se hizo la lectura manualmente a las 4 horas mediante un libro de cédigos.



Pruebas bioquimicas para la identificacion de especies

Determinacion de la enzima Arginina deshidrolasa

Se basa en la degradacion de la glucosa por parte de la bacteria, lo cual hace
que el pH disminuya, esa misma acidez induce a la descarboxilacion del
aminoacido arginina hasta amagtina que es luego hidrolizado a putrescina y
urea, elevandose el pH y tornando el medio de color rojo para una reaccién
positiva. Se identifican a E. durans, E. faecalis, E. faecium, E. gallinarum y E.
hirae.

Determinacion de la enzima B—Glucosidasa

Determina la presencia o ausencia de la enzima B—glucosidasa la cual actia
sobre los enlaces B 1-4 que unen dos glucosas o0 moléculas con sustituyentes
de glucosa. Una reaccion positiva cambia el medio a rosa fluorescente o rojo-
naranja. Con esta prueba se identifica a E. avium, E. casseliflavus, E. faecalis,

E. faecium, E. gallinarum, E. hirae.

Determinacion de la enzima B—Glucoronidasa

Determina la presencia o ausencia de la enzima 3-glucoronidasa que cataliza la
hidrolisis de acidos B-D-glucopiranosiduricos en sus correspondientes agliconas
y acido glucuroénico. ElI medio se torna rosa fluorescente o rojo-naranja cuando
la reaccion es positiva, sin embargo para el género enterococos esta prueba es

negativa. En un porcentaje muy pequefio da positiva para E. gallinarum.

Determinacion de la enzima a—Galactosidasa

Determina la presencia o ausencia de la enzima a—galactosidasa que hidroliza
los grupos a-galactosil, glicoproteinas y terminales de glicopéptidos. Cuando la
prueba da positiva el medio se torna de color amarillo. Identifica principalmente
a E. saccharolyticus, pero es variable para E. faecium, E. gallinarum y E.

casseliflavus.
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Determinacion de la enzima Fosfatasa Alcalina
Identificacion diferencial entre los géneros Streptococcus y Corineformes. El
medio cambia a color amarillo cuando la reaccion es positiva. Esta prueba

resulta negativa para el género enterococos.

Determinacion del carbohidrato Ribosa

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. Identifica a E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium, E.

faecium, E. durans y E. hirae.

Determinacién del alcohol polihidrico Manitol

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. ldentifica a E. casseliflavus, E. gallinarum, E. avium y E.

faecium.

Determinacion del alcohol polihidrico Sorbitol

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. Sirve para identificar a E. saccharolyticus y es variable para E.

avium y E. faecalis.

Determinacion del carbohidrato Lactosa

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. ldentifica a E. casseliflavus, E. gallinarum, E. faecalis, E.

faecium y E. saccharolyticus.
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Determinacion del carbohidrato Trehalosa

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. Esta prueba permite identificar a E. avium, E. casseliflavus, E.

faecalis, E. faecium, E. gallinarum, E. hirae y E. saccharolyticus.

Determinacion del carbohidrato Rafinosa

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. Permite identificar a E. casseliflavus, E. faecium y E.

saccharolyticus.

Determinacion del carbohidrato Sacarosa

Determina la capacidad del microorganismo de utilizar este carbohidrato con la
produccion final de acido. Una reaccion positiva hace que el medio se torne
amarillo-naranja. Esta prueba identifica principalmente a E. saccharolyticus

luego a E. faecium, E. hirae y E. gallinarum.

Utilizacion de L-arabinosa

Determina la capacidad de la bacteria de utilizar la arabinosa como fuente de
carbono. Una reaccion positiva hace que el medio se torne amarillo-naranja.
Identifica principalmente a E. faecium, pero también da positiva para E. avium,

E. casseliflavus y E. gallinarum.

Utilizacion de D-arabitol
Determina la capacidad de la bacteria de utilizar el arabitol como fuente de
carbono. Una reaccion positiva hace que el medio se torne amarillo-naranja.

Con esta prueba se determina a E. saccharolyticus y E. avium.
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Utilizacién de Cyclodextrina

Determina la capacidad de la bacteria de utilizar la ciclodextrina como fuente de
carbono. Una reaccién positiva hace que el medio se torne amarillo-naranja. La
prueba permite identificar a E. faecalis, E. saccharolyticus, E. faecium, E. hirae

y E. gallinarum.

Alanil-fenilalanil-proline Arilamidasa
Cuando la prueba es positiva el medio se torna naranja y sirve para la

identificacion de E. avium.

Determinacion de la enzima B—Galactosidasa
La enzima lactasa es capaz de hidrolizar la lactosa, dando glucosa y galactosa.
El medio se torna color purpura cuando la reaccion es positiva. Con esta prueba

se identifica a E. casseliflavus, E. faecium, E. gallinarum y E. hirae.

Hidrolisis de Acido Pyroglutamico Arylamidasa

Detecta la presencia de la enzima L-pirrolidonil arilamidasa que acttia sobre el
sustrato pirrolidonil-B-naftilamida. El medio cambia a un color naranja cuando la
prueba es positiva. Con esta prueba se identifican las especies de E. faecium,
E. hirae principalmente, pero también ayuda a la determinacion de E. durans, E.
faecalis y E. gallinarum.

Hidrolisis de N- Acetil-beta Glucosaminidasa
Para una prueba positiva el medio se torna de color purpura. Con esta prueba

se identifica a E. saccharolyticus, E. casseliflavus y E. gallinarum.

Hidrdlisis de Glicil-Triptofano Arilamidasa
El medio es de color naranja cuando la reacciébn es positiva. ldentifica
principalmente a E. saccharolyticus pero también a E. casseliflavus y E.

gallinarum.
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Hidrolisis del hipurato

Determina la capacidad enzimética de un microorganismo para hidrolizar el
hipurato de sodio (acido hipurico) a acido benzoico y glicina por la accion de la
enzima hipurato hidrolasa. Para una reaccion positiva el medio se torna azul.

Sirve para identificar a E. gallinarum.

Utilizacion de Glicégeno y Pullulane
Determina la capacidad de la bacteria de utilizar estos compuestos como fuente

de carbono. Esta prueba da negativa para el género enterococos.

Utilizacion del carbohidrato Maltosa

Determina si el microorganismo utiliza la maltosa como Unica fuente de
carbono. El medio cambia de un color rojo a amarillo cuando la prueba es
positiva. Para todas las especies del género enterococos esta prueba da

positiva.

Utilizacion de la enzima Melibiosa

Determina si el microorganismo utiliza la melibiosa como Unica fuente de
carbono. El medio se torna de color amarillo cuando la reaccion es positiva. Con
esta prueba se identifica a E. faecium, E. saccharolyticus, E. casseliflavus y E.

gallinarum.

Utilizacion de la enzima Melezitosa
Determina si el microorganismo utiliza la melezitosa como Unica fuente de
carbono. El medio es de color naranja cuando la prueba es positiva y sirve para

la identificacion de E. saccharolyticus y E. avium.
Hidrélisis de Metil-B-D Glucopiranosido

Cuando la prueba es positiva el medio se torna naranja, y sirve para la

identificacion de la mayoria de las especies del género enterococos.
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Determinacion del carbohidrato Tagatosa
Determina si la bacteria es capaz de utilizar este carbohidrato como fuente de
carbono con la produccidn final de acido. EI medio cambia a naranja cuando la

reaccion es positiva. Con la prueba se identifica a E. avium y E. faecalis.

Utilizacion de la enzima 3- Manosidasa
Determina la presencia o la ausencia de la enzima B-manosidasa. El medio se
torna de un color amarillo cuando la prueba es positiva. Sirve para identificar a

E. casseliflavus y E. durans.

Hidrdlisis de Urea
Determina la capacidad de la bacteria de producir la enzima ureasa, que
desdobla la urea formando amoniaco. Esta prueba da negativa para el género

Enterococcus.

Deteccidén de antibiotipos de cepas de Enterococcus spp., provenientes de
lechugas a través de las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana

La susceptibilidad antimicrobiana se realiz6 mediante el método de difusion en
disco (Bauer et al., 1966). A partir de un cultivo puro crecido durante 18 horas
en agar BHI, se prepar6 una suspensién bacteriana en 5 mL de solucién salina
fisiol6gica estéril al 0,85%. Se incubo la suspension a 35 °C hasta la aparicion
de la turbidez, comparandose luego con un patron de cloruro de bario
equivalente al patrén 0,5 McFarland, el cual contenia aproximadamente 1,5 x
108 unidades formadoras de colonias por mililitros (UFC-mL™). En caso de
mayor turbidez de la misma, con relacion al patron McFarland, la concentracion

se arreglé afiadiendo solucién salina fisiol6gica (SSF) a la suspension.
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Una vez obtenido el in6culo bacteriano, se procedié a impregnar un hisopo
estéril, en la suspension, se roto varias veces y se presioné con firmeza sobre
las paredes del tubo para quitar el exceso.

Se inoculé una placa de agar Mueller-Hinton (MH), pasando el hisopo tres
veces por toda la superficie del agar, asegurando una distribucion uniforme del
indculo. Antes de los 15 minutos se colocaron los discos de antibidticos de
vancomicina (30 pg), teicoplanina (30 pg), gentamicina y estreptomicina de alta
carga (120 pg), ampicilina (10 pg), cloranfenicol (30 pg), eritromicina (15 ug),
tetraciclina (30 pg), ciprofloxacina (5 ug), linezolide (30 pg), norfloxacina (10
MQ), tigeciclina (15 pg), nitrofurantoina (300 ug), rifampicina (5 pg).

Se invirtieron las placas e incubaron a 37°C por 24 horas, luego, se procedio a
realizar la lectura de las zonas de inhibicion alrededor del disco, con la ayuda
de una regla milimetrada. Las medidas de las zonas de inhibicion se
correlacionaron con las tablas interpretativas 2D publicadas en el manual M100-
S26 del Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), las cuales
suministran un correlativo interpretativo (sensible, intermedio y resistente)
(CLSI, 2016).

La antibiotipificacion se realizd mediante las pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana antes descritas, con la finalidad de distinguir a través de su perfil
de susceptibilidad si las colonias que fueron encontradas en las lechugas se

trataban de la misma cepa de Enterococcus o era una cepa distinta.

Concentracion minima inhibitoria

Se les determind la concentracion minima inhibitoria (CMI) por el método de
dilucion en agar MH. Cultivos bacterianos liquidos incluyendo el control negativo
S. aureus ATCC 25923 y control positivo E. faecalis 77904 VanB, fueron
preparados al igual que el in6culo 0,5 McFarland para luego realizar diluciones
1:10. Colocando 2 mL de los antibiéticos a los que la bacteria fue resistente
(ampicilina, vancomicina y ciprofloxacina) en cada placa de Petri y vertiendo 18
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mL del medio. Las placas de agar que contenian diferentes concentraciones de
antibiotico (0,5 - 512 pg/mL?), luego fueron inoculadas con 2 pL del cultivo de la
cepa a estudiar con 10”7 UFC por depdsito e incubadas por 24 horas a 35°C,
comenzando por la placa de menor concentracion, después de transcurrido este
tiempo se procedié a realizar la lectura de cada placa, la CMI es la primera
concentracion donde no hay crecimiento visible. La presencia de 1 a 3 colonias

no se tomod en cuenta (CLSI, 2016).

Analisis estadistico

Una vez comprobados los supuestos necesarios para los datos que se
obtuvieron, se aplicd andlisis de varianza (95,0%) a fin de obtener la posible
existencia de diferencia en la frecuencia del grupo bacteriano entre los tipos de
lechugas, almacenes comerciales y los tiempos de muestreo. Los resultados
obtenidos fueron presentados en forma de tablas y figuras (Sokal, y Rohlf,
1989).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Se estudiaron 52 lechugas, todas compradas en diversos establecimientos
comerciales de la ciudad de Cumana (Mercado municipal, Unicasa, Nuevo
Prica, entre otros), resultando 20 muestras positivas para enterococos (38%),
de las cuales, se obtuvo igual numero de cepas de diferentes especies. De
acuerdo a los resultados obtenidos se puede observar en la tabla 1 que la
mayor frecuencia de aislamiento de Enterococcus spp., se presentd en la
lechuga Lactuca sativa var. capitata (89%; 8/9), seguida de Cichorium intybus
var. foliosum (60%; 3/5). Las lechugas adquiridas en los establecimientos

Unicasa y el Puesto Ambulante no estaban contaminadas con enterococos.

Tabla 1. Frecuencia de aislamientos de Enterococcus spp., segun el tipo de
lechuga estudiada.

Lechuga N° de N° de cepas Frecuencia (%)
muestras aisladas

Lactuca sativa L. 25 4 16

Lactuca sativa L. var. longifolia 6 3 50

Lactuca sativa var. capitata 9 8 89

Cichorium intybus var. foliosum 5 3 60

Cichorium endivia var. crispum 7 2 28

NO°: nimero, %: porcentaje

En un trabajo realizado en Corrientes, Argentina, en 79 muestras de Lactuca
sativa se demostrd la contaminacion por cepas de enterococos (42%). Los
autores no mencionan si tuvieron varias especies de lechugas; no obstante, las
adquirieron de tres centros diferentes (Ronconi et al., 2002). Como en esta
investigacioén, se puede observar que la lechuga Lactuca sativa L. es la mas
predominante, sin embargo la que resultdé mas contaminada por enterococos
fue Lactuca sativa var. capitata con 89% de frecuencia (Tabla 1), adquiridas en

siete centros de expendios de comida, en Cumana, estado Sucre.
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Al aplicar la prueba ANOVA simple para comparar la cantidad de bacterias
identificadas segun el lugar de compra (Figura 1), si se determinaron diferencias
significativas (p <0,05), observandose el mayor promedio de bacterias en el
Mercado Municipal y el minimo promedio en el Puesto ambulante y Unicasa. La
prueba a posteriori muestra la formacion de dos grupos independientes,
presentando un mayor promedio el grupo representado por el Mercado

municipal.

NuUmero de Bacterias
N

Nuevo Prica
Unicasa
Francys

Fashion Center

Lugar de Compra

Mercado Municipal
Puesto Ambulante
Supermercado Marifio

Figura 1. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los centros de expendios de

lechugas estudiadas y la frecuencia de bacterias aisladas.

No encontrar contaminacién por enterococos en las lechugas compradas en
Puesto ambulante y unicasa podria deberse a que provienen de sitios donde no
utilizan aguas residuales para su riego, ni materia organica para su abono, pero

también podria ser que los vendedores lavan bien las lechugas antes de

19



ponerlas en exhibicion para su venta. Sin embargo, en el Mercado municipal y
Fashion Center sucede lo contrario, las lechugas compradas en esos
establecimientos, fueron las mas contaminadas, pudieron haber adquirido esa
contaminacion en las tierras de cultivos, por los factores antes mencionados,

pero también se pudo deber a las incorrectas técnicas de manipulacion.

En los resultados expresados en la tabla 2 se demuestra que la especie de
enterococos mayormente aislada en las muestras de lechugas fue E. faecalis

(40%); las menos frecuentes fueron E. gallinarum (10%) y E. avium (5%).

La frecuencia de microorganismos en los vegetales, refleja la poca calidad
sanitaria y las condiciones microbioldgicas inadecuadas del producto crudo al
momento de ser consumido (Jay, 1991). En Argentina, aislaron de muestras de
lechugas 42% de cepas de Enterococcus y entre las especies mas frecuentes
se encontraron E. faecium y E. faecalis (Ronconi et. al., 2002). Mientras que, en
un estudio realizado en productos frescos cultivados al suroeste de Estados
Unidos, de 185 cepas de Enterococcus spp., 52% fueron E. faecium, 21% E.
faecalis y 27% de otras especies de Enterococcus (Johnston y Jaykus, 2004).
Con respecto al presente trabajo E. faecalis fue siempre la especie

predominante en estos alimentos.

Tabla 2. Frecuencia de especies de Enterococcus spp., aisladas en todas las
lechugas estudiadas.

Especie N° de cepas aisladas Frecuencia (%)
E. faecalis 8 40

E. casseliflavus 6 30

E. gallinarum 2 10

E. faecium 3 15

E. avium 1 5

Total 20 100
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N°: ndmero, %: porcentaje

Tabla 3. Frecuencia de especies de Enterococcus spp., aisladas en Lactuca
sativa var. capitata.

Especie N° de cepas aisladas Frecuencia (%)
E. casseliflavus 6 75,0
E. gallinarum 1 12,5
E. faecium 1 12,5

N°: nimero, %: porcentaje

Las especies de Enterococcus recuperadas en las muestras de lechugas
Lactuca sativa L. fueron E. faecalis (75%) y E. faecium (25%). Con respecto a la
lechuga Lactuca sativa L. var longifolia se aislé solamente, la especie E.
faecalis (100%). En las lechugas Lactuca sativa var. capitata (tabla 3) la especie

aislada con mayor frecuencia fue E. casseliflavus (75%).

“HHH

Batavia Icerberg Romana  Escarola Achicoria Roja

NUmero de Bacterias
N

Clase de Lechuga

Figura 2. Andlisis de Varianza (ANOVA) de los tipos de lechugas estudiados y
la frecuencia de bacterias aisladas. Batavia: Lactuca sativa L, Iceberg: Lactuca
sativa var. capitata, Romana: Lactuca sativa var. longifolia, Escarola: Cichorium
intybus var. foliosum, Achicoria roja: Cichorium endivia var. crispum.

Al aplicar la prueba ANOVA simple para comparar la cantidad de bacterias

identificadas segun la clase de lechuga (Figura 2), no se determinaron
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diferencias significativas (p >0,05). Esto se debe a que la mayoria de los tipos
de lechugas presentan promedios similares en cuanto a frecuencia de bacterias

aisladas.

En la lechuga Cichorium intybus var. foliosum se aislaron tres especies en igual
frecuencia (Tabla 4). En la lechuga Cichorium endivia var. crispum se aislaron

dos especies, E. faecalis y E. faecium en igual porcentaje (50%).

La mayoria de las infecciones por Enterococcus en humanos estan causadas
por E. faecalis, sin embargo E. faecium es el responsable de las infecciones por
cepas multirresistentes y es la especie causante de la mayoria de las muertes.
Las infecciones producidas por otras especies de enterococos no son muy
frecuentes y tampoco presentan problemas de multirresistencia (Cercenado,
2011). Los resultados de este estudio revelan que la mayoria de las lechugas
estan colonizadas con E. faecalis asi como lo indican muchas publicaciones. Se

aislaron tres cepas de E. faecium resistentes a todos los antibiéticos probados.

Tabla 4. Frecuencia de especies de Enterococcus spp., aisladas en Cichorium
intybus var. foliosum.

Especie N° de cepas aisladas Frecuencia (%)
E. gallinarum 1 33,3
E. faecalis 1 33,3
E. avium 1 33,3

N°: nimero, %: porcentaje

En la tabla nUmero 5 se observa la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas
de Enterococcus faecalis donde se puede ver que todas las cepas son 100 %
sensibles a nitrofurantoina. En dado caso, de que una persona adquiera esta
cepa a través de la cadena alimenticia y haga una infeccion urinaria por dicha

cepa, es posible tratarla con nitrofurantoina.
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Tabla 5. Antibiotipos de las cepas Enterococcus faecalis aisladas de diferentes
lechugas en Cumana.

ANTIBIOTICOS
N AMP VAN TEC CIP NOR LZD ERY TET C RIF F/M
1 S S S R R S I S R R S
3 S S S I S S I S S S S
1 S S S I I S I S S R S
2 S S S S S S I S S R S
1 S S S S S S R S S R S

N: ndmero de cepas, AMP: ampicilina, VAN: vancomicina, TEC: teicoplanina, CIP:
ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, LZD: linezolid, ERY: eritromicina, TET: tetraciclina, C:
cloranfenicol, RIF: rifampicina, F/M: nitrofurantoina

Con respecto al perfil de susceptibilidad de las cepas de E. faecium, aisladas de
productos frescos en Estados Unidos, presentaron alto nivel de resistencia a
ciprofloxacina, tetraciclina y nitrofurantoina. En total, 91% de estas cepas fueron
resistentes al menos a un antibiético probado, asi como 32% de las cepas de E.
faecalis. Sin embargo, las cepas de E. faecalis, del mismo origen, tuvieron
menor prevalencia de resistencia a los antibiéticos clinicos humanos y a los de
relevancia agricola (Johnston y Jaykus, 2004). Estos datos reflejan el grave
problema de transmisién de patégenos resistentes a los antibidticos a través de

la cadena alimenticia.

Dentro de las infecciones mas comunes causadas por el género Enterococcus
se encuentran las bacteriemias y sepsis, en pacientes hospitalizados
generalmente con condiciones subyacentes, y en los ultimos anos esto ha
adquirido importancia porque en muchos estudios se han aislados estas cepas
causantes de infecciones graves por este género a nivel clinico en muestras
provenientes del ambiente. En un estudio realizado en Espana con 3 469 cepas
de Enterococcus aisladas de sangre durante el periodo 2001-2006, la mayoria

de las cepas reportadas fueron de E. faecalis (80%) y el porcentaje de
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resistencia de esta bacteria para ampicilina fue 1%, muy similar a los resultados
de este trabajo donde la mayoria de las cepas mostraron sensibilidad para este

antibiético (Cercenado, 2011).

Ronconi et al. (2002), reportaron 21% cepas de E. faecalis en lechugas; la
mayoria de estas cepas eran resistentes a alto nivel a los aminoglucésidos. No
encontraron cepas resistentes a glicopéptidos, al igual que en este estudio

donde todas las cepas de E. faecalis son sensibles a estos antibidticos.

En Bélgica, en un estudio en alimentos realizado por Franz et al. (2001),
encontraron que las cepas de E. faecalis no presentaron resistencia a
vancomicina. Si se compara esto con los resultados aqui obtenidos, se observa
que todas las cepas de E. faecalis presentaron sensibilidad tanto a vancomicina

como a teicoplanina.

Encontrar cepas de Enterococcus spp., resistentes a glicopéptidos en el
ambiente, es sugestivo del uso de estos antibidticos en la produccion de
animales y en la agricultura (Van den Bogaard y Stobberingh, 2000). Esta, es la
primera vez que se aislan cepas de Enterococcus resistentes a glicopéptidos en
Venezuela fuera de los hospitales. En 2009, se hicieron muestreos de
hisopados rectales en animales de granjas y avicolas de los estados
Anzoategui y Monagas y no se aislaron Enterococcus resistentes a
glicopéptidos, a excepcion de las cepas de Enterococcus moviles, las cuales
son intrinsecamente resistentes a vancomicina (Abadia-Patifio, 2013). La
presencia de estas cepas de Enterococcus resistentes a glicopéptidos en las
lechugas, seria una forma de diseminar este tipo de resistencia, fuera de los

hospitales en Venezuela.

El hecho de que la comida sea el vehiculo para la transmision de Enterococcus

a los humanos, o sea reservorio para la transferencia horizontal de
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determinantes de resistencia entre cepas ambientales y humanas, es un
problema de salud publica, ya que esta especie sobrevive al pasar la barrera
gastrica, se multiplica y coloniza el tracto intestinal, por largos periodos
(Segrensen et al.,, 2001). Pacientes con factores predisponentes pueden
desarrollar infecciones por cepas colonizantes de su intestino, ya con

mecanismos de resistencia a los antibiéticos de uso clinico humano.

En Chile, aislaron Enterococcus con resistencia a antibidticos en aguas
servidas, mostrando que la especie con mayor frecuencia fue E. faecalis (65%);
ninguna presentod resistencia a vancomicina, muy parecido a este trabajo que
todas las cepas de E. faecalis fueron sensibles a este antibiotico (Silva et al.,
2005).

En paises como Argentina, Chile e incluso Venezuela, hay muy pocos estudios
o antecedentes de susceptibilidad antibidtica de Enterococcus que se hayan
realizado en cepas procedentes de alimentos, con excepcién de aquellos que
causan infecciones gastrointestinales; por tal motivo se hace muy dificil
comparar estos resultados. Es necesaria una continua vigilancia para conocer si
la transmisién de estas bacterias ocurre via cadena alimenticia o se genera en

el medio ambiente (Silva et al., 2005).

Los pacientes inmunosuprimidos son aquellos que pueden desarrollar
infecciones intrahospitalarias debido a cepas de E. gallinarum y E. casseliflavus,
causando bacteriemias, endocarditis, septicemia o infeccién urinaria (Reid et al.,
2001). Lo peligroso de adquirir una infeccion por una de estas cepas aisladas
en este trabajo, es que algunas son resistentes a los antibioticos de uso clinico
humano, como es el caso de una cepa de E. faecalis resistente a eritromicina,
tetraciclina, cloranfenicol y rifampicina. Mas preocupante es, que cepas de E.
casseliflavus sean resistentes a fluoroquinolonas, linezolide y ampicilina. Esta

cepa debe ser estudiada para determinar si es productora de penicilinasa, ya
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que se observo una diferencia mayor de 5 mm cuando se colocé el disco de
ampicilina-sulbactan, en comparacion con el disco de ampicilina.
Habitualmente, son cepas colonizantes e infrecuentes en infecciones humanas
(Mazzulli et al., 1992).

En la tabla 6, se muestra la susceptibilidad antimicrobiana de la especie E.
casseliflavus presente en las muestras de lechugas de la especie Lactuca
sativa var. capitata. Segun estos resultados estas cepas son 100% sensibles a
los antibidticos teicoplanina y nitrofurantoina, 100% resistentes a rifampicina y

susceptibilidad intermedia a eritromicina.

Tabla 6. Antibiotipos de las cepas de Enterococcus casseliflavus aisladas de
diferentes lechugas en Cumana.

ANTIBIOTICOS
N AMP VAN TEC CIP NOR LZD ERY TET C RIF F/M
1 S S S S S S I I I R S
1 S S S I I S I S S R S
1 R I S R R R I S S R S
1 S S S I I S I S S R S
1 S I S I I S I S S R S
1 S S S I S R I S I R S

N: numero de cepas, AMP: ampicilina, VAN: vancomicina, TEC: teicoplanina, CIP:
ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, LZD: linezolid, ERY: eritromicina, TET: tetraciclina, C:
cloranfenicol, RIF: rifampicina, F/M: nitrofurantoina

En un estudio realizado por Baldini (2008), en muestras de aguas estuarinas, se
detectaron cepas de E. faecium y E. faecalis, entre otras especies de
Enterococcus, como E. raffinosus, E. hirae, E durans, E. dispary E gallinarum.
La mayoria de las cepas presentaron resistencia de intermedia a alta a
fluoroquinolonas, esto es delicado, ya que estas cepas tienen una posible

participacion como reservorio ambiental de genes de resistencia.
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En la tabla 7, se muestra la susceptibilidad antimicrobiana de las cepas de E.
gallinarum recuperadas de las lechugas de las especies Lactuca sativa var.
capitata, Cichorium intybus var. foliosum'y Cichorium endivia var. crispum en la
que se puede observar 100% de resistencia a rifampicina.

Tabla 7. Antibiotipos de las cepas Enterococcus gallinarum aisladas de
diferentes lechugas en Cumana.

ANTIBIOTICOS
N AMP VAN TEC CIP NOR LZD ERY TET C RIF F/M
1 S R S R I R I I S R S
1 S S S I S I I S S R S
1 S S S I I S I S S R S

N: numero de cepas, AMP: ampicilina, VAN: vancomicina, TEC: teicoplanina, CIP:
ciprofloxacina, NOR: norfloxacina, LZD: linezolid, ERY: eritromicina, TET: tetraciclina, C:
cloranfenicol, RIF: rifampicina, F/M: nitrofurantoina

En Venezuela no se han reportado cepas de Enterococcus spp., resistentes a
rifampicina en infecciones humanas, alimentos, ni el ambiente. Este estudio
demuestra que casi todas las cepas son resistentes a este antibiotico. En
Estados Unidos, hay 66% de cepas de E. faecium resistentes a rifampicina y
68% en Europa, es mas comun de lo esperado (Deshpande et al., 2007). Se
sabe que la fuente de contaminacion de determinantes de resistencia en el
ambiente, viene del uso de los antibiéticos (bacitracina, flavomicina, penicilina,
salinomicina, tetraciclina, lincomicina y tilosina) para favorecer el crecimiento de

los animales de consumo humano (Miller, 2000).

E. gallinarum y E. casseliflavus no son frecuentemente aislados en muestras
clinicas, pero hay que saber que pueden causar enfermedad invasiva grave. La
experiencia clinica con tales cepas ha sido limitada. Una revision de la literatura
revela que E. gallinarum o E. casseliflavus/flavescens pueden aislarse en una
variedad de pacientes que padecen enfermedades crénicas o estan
inmunosuprimidos. Principalmente, se aislan de casos de bacteriemia en

pacientes con condiciones subyacentes, como insuficiencia renal, diabetes
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mellitus, malignidad hematoldgica, trasplantados de érganos o de médula 6sea
entre otras afecciones (Reid et al., 2001).

Enterococcus estd involucrado principalmente en endocarditis, bacteriemia,
sepsis e infecciones urinarias. Es muy raro aislarlo en otras infecciones. Sin
embargo, hay escasos reportes de endolftalmitis por cepas de E. casseliflavus;
hay un caso de un trabajador de una granja, luego de una patada de un caballo
en la cara (Khurana et al., 2009) otro reporte de endolftalmitis por un objeto
metélico incrustado en el ojo de un herrero (Akar et al., 2015), por ultimo, a un
nifio de cuatro afos le cay6 agua de estanque en el ojo al estar jugando con
una pistola de agua (Berenger et al.,, 2015). Todos los pacientes anteriores
perdieron la vision del ojo con endolftalmitis por E. casseliflavus, al ser tratados
con antibidticos sistémicos; en este reporte de 2017, el tratamiento fue
intravitreo y le salvaron la vision al paciente (Nguyen y ME Hartnett, 2017).
Todos los casos fueron tratados con gentamicina, linezolide y ampicilina. En
este trabajo se aislé una cepa de E. casseliflavus resistente a linezolide y
ampicilina. En dado caso de que un agricultor se frote los ojos con las manos
sucias de cultivar lechugas y con el agua de riego, puede desarrollar
endolftalmitis si sufre un accidente laboral, con el riesgo de perder el ojo, ya que
la bacteria es resistente al tratamiento de eleccion.

Se aislaron 3 cepas de E. faecium en este trabajo; cada una de lechugas
diferentes (Lactuca sativa L., Lactuca sativa var. Capitata, Chichorium endivia
var. crispum) resultando resistentes a alto nivel a todos los antibidticos
probados, mientras que la unica cepa de E. avium fue totalmente resistente a
linezolide y rifampicina y sensibilidad intermedia a ciprofloxacina, eritromicina y
cloranfenicol. Esto ultimo se ve reflejado en un estudio en el que se analizaron
bacterias del género Enterococcus aisladas de carne de distintos animales.
Todas fueron resistentes a glicopéptidos (vancomocina y teicoplanina),
generalmente aquellas cepas aisladas de muestras de carne de pollo (Pavia et

al., 2000). En un estudio realizado por Schell et al., en el afio 2010 se aislaron
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cepas de E. faecium (62%), E. gallinarum (12%) y E. rafinnossus (25%) de
alimentos de origen animal. La cepa de E. faecium resulté resistente a alto nivel
a teicoplanina y vancomicina, similar a lo que ocurrio en este estudio en el que

las tres cepas de E. faecium resultaron resistentes a alto nivel a glicopéptidos.

En este estudio no fue posible demostrar el perfil de susceptibilidad de las
cepas aisladas, a los aminoglucésidos, debido a la no disponibilidad de discos
de alta carga a estos antibidticos en el pais, sin embargo, es interesante
resaltar que en muchas literaturas refieren la importancia que ha adquirido en
los ultimos tiempos Enterococcus con respecto al alto nivel de resistencia a
aminoglucosidos, ya que son intrinsecamente resistentes a bajo nivel. Por
ejemplo en el trabajo de Silva et al. (2005) detectaron cepas de E. faecalis
(68%) y E. faecium (88%) resistentes a gentamicina y ambas especies 100%
resistentes a estreptomicina, un hallazgo muy interesante ya que estas cepas
fueron recuperadas de aguas servidas, de ahi la importancia del estudio de las

bacterias ambientales.

Con respecto a la clonalidad de las cepas, se pudo observar que en la especie
E. faecalis hay tres cepas clonales, dos provenientes de Lactuca sativa L. (9E5
y 9E8) y una de Lactuca sativa L. var. longifolia (9E10), de tres lechugas
diferentes, compradas en distintos puestos el mismo dia en el Mercado
Municipal. Luego se detectaron dos cepas mas de E. faecalis (9E6 y 9E9), una
de Lactuca sativa L. y de Lactuca sativa L. var. longifolia, también del Mercado
Municipal del mismo dia, pero con otro antibiotipo (Tabla 5). Con respecto a la
especie E. faecium, se encontraron dos cepas clonales (9G8 y 11H8), aisladas
en dias diferentes, de dos lechugas (Lactuca sativa L. var. capitata y Lactuca
sativa L.). Vale resaltar, que las cepas clonales estuvieron solamente en las
lechugas compradas en el Mercado Municipal, lo cual hace suponer, que la
fuente es la misma, es decir, el proveedor de las lechugas a los vendedores del

Mercado de Cumana, estado Sucre.
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Una vez consumidas estas cepas a través de la cadena alimenticia, son
capaces de sobrevivir a la acidez estomacal y pasar al intestino para
colonizarlo, convirtiendose en reservorio humano de cepas potencialmente
patdgenas, resistentes a los antibidticos de uso clinico humano, para tratar
infecciones graves. Esta colonizacion puede durar de varios meses a un afo y
cuando las condiciones estén dadas, autoinfectarse con cepas intestinales (Lai
et al., 1997), como son largas estadias hospitalarias, uso de cefalosporinas de
tercera generacion, hospitalizados en terapia intensiva, pacientes trasplantados,

trastornos hematoldgicos (Edmond et al., 1995).

Las especies del género Enterococcus, son importantes patdgenos
intrahospitalarios debido a la dificultad de tratamiento condicionada por su
multirresistencia intrinseca y a la adquisicion de nuevos genes de resistencia.
Asimismo, a lo largo de los afios han adquirido determinantes de resistencia a
multiples antibidticos, bien por la adquisicion de genes de resistencia en
plasmidos o en transposones, 0 por mutaciones espontaneas que aumentan el
nivel de resistencia a algunos antibiéticos. Su importancia clinica es mayor en el
caso cepas resistentes a betalactdmicos-aminoglucdsidos y glicopéptidos-
aminoglucosidos, por constituir el tratamiento de eleccion de las infecciones

enterocdccicas graves (Cercenado, 2011).

Tabla 8. Concentracion minima inhibitoria (ug/lt) de cepas de Enterococcus
spp., aisladas de muestras de lechugas estudiadas.

CMI 05 1 2 4 8 16 32 64 128
VAN 5 1 6 5 2 0 0 1 0
CIP 10 O 2 4 3 0 1 0 0
AMP 7 0 3 3 6 0 0 0 1

CMI: concentracién minima inhibtoria, VAN: vancomicina, CIP: ciprofloxacina, AMP: ampicilina

En este trabajo no se pudo realizar la CMI a todos los antibidticos a los que las
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bacterias presentaron resistencia, debido a falta de presupuesto y a la dificultad
de conseguir estos medicamentos en casas comerciales y farmacias del pais
por la situacion de escases.

Las infecciones producidas por Enterococcus en su mayoria estan causadas
por E. faecalis (80%). No obstante, la especie E. faecium es la que con mayor
frecuencia presenta porcentajes mas altos de resistencia adquirida a varios
antimicrobianos (multirresistencia). En las dos ultimas décadas, E. faecium ha
surgido como un importante patdégeno intrahospitalario debido, principalmente, a
la expansion del complejo clonal 17 (CC17), muy adaptado al medio hospitalario
y que se disemina con mucha facilidad, a lo que se ha unido el aumento de su
resistencia transferible a glicopéptidos y de la resistencia de alto nivel a

aminoglucoésidos (Cercenado, 2011).

En Korea, un estudio realizado por Choi et al. (2004) obtuvieron 13 891
hemocultivos positivos, de los cuales, 7% fueron Enterococcus, teniendo una
incidencia de 3,26 casos de bacteriemia enterocdccica por cada 1 000
admisiones. Las especies aisladas en este estudio fueron E. gallinarum y E.
casseliflavus. Por otra parte, encontraron que la resistencia a vancomicina fue

mas significativa en las cepas de E. gallinarum que en las de E. casseliflavus.

La CMI de ampicilina frente a Enterococcus oscila entre 1 'y 16 yg/mL" y las
CMI de ampicilina frente a aislados clinicos de E. faecalis son generalmente
mas bajas que aquellas frente a cepas de E. faecium. Los aislados clinicos de
enterococo, principalmente de E. faecium y rara vez de E. faecalis, han
desarrollado cada vez mayor resistencia a ampicilina. Este alto nivel de
resistencia se asocia con una CMI de ampicilina de 256 ug/mL" o superior. En
algunos hospitales, mas de 90% de las cepas de E. faecium son resistentes a
ampicilina (CMI 2 32 ug/mL™"). La resistencia de alto nivel a penicilinas se debe
principalmente a la hiperproduccion de PBP5 (Proteinas de Union a Penicilinas),

que tiene una baja afinidad natural por las penicilinas y capacidad para sustituir

31



las funciones de las PBP sensibles a los betalactamicos, pero también a
mutaciones en el gen pbp5 que implican una menor afinidad por las penicilinas.
En este ultimo caso, no hay hiperproduccion de PBPS, pero las cepas
presentan sustituciones de aminoacidos cerca del sitio activo de las PBP que

son las responsables del aumento de la resistencia (Cercenado, 2011).

Los enterococos resistentes a los glicopéptidos se han diseminado ampliamente
por el mundo; en algunos hospitales de Estados Unidos mas de 60% de los
aislados de E. faecium son resistentes a glicopéptidos. Por el contrario, en
Europa es frecuente la presencia de enterococos resistentes a glicopéptidos en
animales de granja, alimentos y aguas residuales, y como colonizadores en
humanos sanos, pero es menos frecuente en pacientes hospitalizados, aunque
variable segun los paises, lo que probablemente haya sido debido al amplio uso
que se hizo del glicopéptido avoparcina como promotor del crecimiento en

animales de granja, hoy en dia prohibido en Europa (Cercenado, 2011).

Aunque la emergencia y diseminacion de estas cepas en humanos se puede
atribuir, en parte, al amplio uso de vancomicina en la practica clinica y a la
utilizacién de avoparcina en animales de granja, la variedad de genotipos y la
variabilidad de las secuencias entre ellos sugiere que el proceso no se debio a
la diseminacion de un solo clon, por lo que es muy probable que los
enterococos adquirieran estos genes de otros microorganismos. No obstante,
es destacable el hecho de que las cepas de E. faecium resistentes a
vancomicina y aisladas en el medio hospitalario pertenecen en su mayoria a la

cepa CC17, que esta diseminada mundialmente (Cercenado, 2011).

El National Nosocomial Infections Surveillance (NNIS) reporta los enterococos
como la tercera causa de infecciones nosocomiales, mientras América Latina
reporta la infeccion por enterococo en octavo lugar como causa de bacteriemia

y, en cuarto lugar, como causa de infeccion urinaria y heridas quirurgicas. La
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incidencia de bacteriemias nosocomiales, debida a enterococos se esta
incrementando, siendo mas frecuente en pacientes hospitalizados por periodos
prolongados. Enterococcus constituye el tercer patogeno mas frecuente como
causa de endocarditis, responsable de 5 a 20% de los casos de endocarditis,

principalmente, en valvulas nativas (Ortega, 2010).

El foco primario nosocomial de la infeccién por enterococo generalmente no se
encuentra, pero con frecuencia esta involucrado el tracto genitourinario. Los
pacientes con enfermedad valvular presentan mayor riesgo de padecer
endocarditis por enterococo que la poblacion sana. Las manifestaciones clinicas
de la enfermedad endocardica por esta causa no defiere de las producidas por
otros microorganismos como son: fiebre, taquicardia, presencia de soplo o
modificacion de uno ya existente, astenia, anorexia, sudoraciones, dolor
toraxico, disnea, edemas, manifestaciones de insuficiencia cardiaca, entre otros
(Ortega 2010).

El tratamiento de infecciones sistémicas por enterococos es principalmente un
inhibidor de pared aunado con un aminoglucésido, sin embargo, debido a su
abuso a nivel mundial, existen cepas con altos niveles de resistencia, razén por
la cual, otras opciones terapéuticas han sido implementadas como el uso de
tetraciclinas o cloranfenicol (Giron-Gonzéalez y Pérez-Cano, 2003). Vemos ya
gue en este trabajo se han aislado cepas con resistencia a fluoroquinolonas,
macrélidos, tetraciclinas y fenicoles, reduciendo el espectro de opciones

terapéuticas para el tratamiento de infecciones graves por enterococos.

A pesar de que Enterococcus spp. puede ser un patdgeno oportunista, se esta
estudiando como posible método potencial para controlar poblaciones
endégenas microbianas de semillas de lechugas, para asi evitar la
contaminacion de patdgenos para obtener productos seguros. El objetivo es

producir bacteriocinas de la cepa E. hirae Eh9 para eliminar el crecimiento de
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cepas de E. coli 0O157:H7 (Goii et al., 2016), las cuales crean brotes

alimentarios importantes.

Esta no es la primera vez que se usan bacteriocinas, ya se habia empleado la
bacteriocina producida por bacterias acido lacticas (Audisio et al., 2005). Esta
demostrado que esas bacteriocinas tienen amplio rango de accion sobre varias
bacterias productoras de infecciones alimentarias (Ibarguren et al., 2010). Los
métodos mas usados para disminuir la carga bacteriana de las semillas de los
vegetales y frutas son: agua con hipoclorito de sodio (Beuchat et al., 1998),
ozono (Wade, et al., 2003), agua clorada (Winthrop et al., 2003) y radiaciones
ionizantes (Saroj et al., 2006).

Estos métodos son excelentes para disminuir no solo la carga bacteriana de E.
coli sino ademas de Enterococcus spp., en los vegetales de consumo humano.
Pero no basta con eliminarlos de los productos crudos, sino también hay que
hacerlo del agua de riego, ya que es la fuente principal de diseminacion de
cepas de Enterococcus. Estos investigadores demostraron que el uso de luz
ultravioleta (30 mW/s/cm?) sobre efluentes de agua para riego, eliminaron los
coliformes fecales y Enterococcus, convirtiendo las aguas, aptas para el riego,
segun los criterios de la Organizacion Mundial de la Salud (Beltran y Jiménez
2008).

Vale resaltar, que la eficiencia de inactivacién de la luz ultravioleta sobre los
efluentes, depende de varios factores, como la trasmitancia, el contenido total
de solidos suspendidos, asi como la distribucion y tamafio de las particulas
presentes en el efluente. Normalmente, las particulas reflejan o absorben luz
ultravioleta, disminuyendo su efecto sobre los microorganismos. Ademas, la
eficiencia de la luz ultravioleta disminuye en efluentes con contenido total de

sélidos suspendidos > 30 mg/L, transmitancia < 60% Yy la presencia de
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particulas > 40 ym, por lo tanto, el tiempo de exposicidén, variara segun el

efluente a tratar (Madge y Jensen 2006).

Los resultados obtenidos en esta investigacion son de gran importancia para la
salud publica, debido a que se encontraron cepas con altos porcentajes de
resistencia provenientes de lechugas, un alimento bastante consumido por la
poblacién. Ademas las lechugas donde se aislaron mas enterococos, fueron las
compradas el Mercado Municipal, que es el lugar mas visitado por las personas
para realizar la compra de sus alimentos debido a la variedad de productos,
precios mas asequibles y frescura de los mismos. De gran relevancia es que,
los enterococos en los Ultimos afios han adquirido suma importancia porque
cepas con mecanismos de resistencia que se creian estar presentes solo a
nivel hospitalario, hoy en dia estan en el ambiente, y a través de los alimentos
seria una forma de diseminar este tipo de cepas, que vienen con mecanismos
de resistencia a algunos de los antibidticos de uso clinico que se usan para

tratar infecciones sistémicas por este género.
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CONCLUSIONES

El expendio de lechugas en centros comerciales garantiza una carga menor de

enterococos.

Las personas sanas pueden adquirir cepas de enterococos multirresistentes a

través de la cadena alimenticia y ser portadores intestinales de ellas.
La clonalidad de cepas de enterococos puede deberse a una fuente de

contaminacion comun, como el agua de riego o el uso de materia organica en

los cultivos.
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RECOMENDACIONES

Es vital lavar bien las lechugas para disminuir la carga bacteriana, ya que en
este estudio se aislo E. faecalis en algunas lechugas, siendo la principal
especie causante de infecciones graves por enterococos en pacientes

hospitalizados.

Evitar el uso de antibioticos innecesarios para no seleccionar estas bacterias y

gue causen infecciones oportunistas.
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