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Femández Mora, Tania 

Aislamiento y camdakción de Enterococw vanannicina reskteutes p) en 

piezas de pollo de abastecimientos comerciales. 

Trabajo de investigación de Microbiología y Química Clínica- San José, C.R.: 

T. Fernández M, 2002. 

30h: 2 i1.- 25 rds. 

Se propone estudiar la presencia de Enterocmcw vancomicina resistentes en piezas de 

pollo para wmumo humano. Se jmtende también estandruizar un método de laboratono 

para el aislamiento de cepas de VRE a partir de alimentos no cocinados y determinar la 

Concentración Mínima inhibitoria (MIC) de varicomicina correspondiente a cada una de las 

cepas aisladas. 

Se realizó el aislamiento de las oepas de Enterococcris resistentes a la vancomicimt en 32 

piezas de pollo para el consumo humano. Esto se llevó a cabo mediante incubaciones de 

las piezas en Agua Peptmada Buffkrhda, En-1 con 6 &m] de vancomicina, 

Agar Kanamicina Esculina Azida y por último en Agar Infusión Cerebn> Corazón con 6 

&m1 de vancomicina Se determinó cama Enterocm a los cocos Gram positivos, 

catalasa negativos, con capacidad de hidrolizar esculina y de crecer en medios con 6.5% de 

NaCl. Posteriormente, se determinó la MIC a la vanmmicina a todas las cepas obtenidas 

mediante la técnica de dilucibn en agar. 

El 75% de las piezas de pollo de consumo humano resultaron positivas por VRE. La 

mayoría de estas cepas presentaron bajos niveles de resistencia a la vancomicina con MIC 

de 16 Wml. Solamente el 9.7% de las cepas aisladas presentamn altos niveles de 

resistencia a la vancomicina con MIC superiores a 32 &ml. Se jmdo concluir, que el 

método de laboratorio utilizado para el aislamiento de VRE h e  efectivo, y que en pieza de 

pollo de consumo humano la ocurrencia de VRE es de un 75%. 

Palabras claves: Enterococcw, vancomicina, resistencia. 

Director de la investigación: Dr. Fernando García Santarnaria, Ph.D. 



Introducción 

Las bacterias pertenecientes al género Enterococaa se caracterizan por ser cocos 

Gram positivos, catalasa negativos, anaerobios tacultativos, capaces de crecer en medios de 

cultivo de altas concentraciones de sal e hidrolimr esculina en presencia de sales biliares 

(Forbes et al., 1998). Se encuentran frecuentemente distribuidas en suelos, alimentos, agua 

y forman parte de la flora normal de tracto intestinal y genitourinario de seres humanos y 

otros animales (Forbes et al., 1998). 

Estos nqmmtan un riesgo importante a la salud pública, debido a que son una de 

las principales causas de endocarditis. Además, a partir & la década de los 1970 han sido 

reconocidos como causas importantes de infecciones intrahospitalark, siendo los se@ 

microorganismos más comunes en infeociones nosocomiales de tracto urinario e 

infecciones de heridas, y los terceros más comunes en bactmmias nosocomiales en los 

Estados Unidos de América (Cetinkaya et d., 2000). 

Una de las princifies razones por l a  que estos organismos han sobrevivido al 

ambiente hospitalario es por su resistencia intrínseca a muchos de los antibiúticos 

comúnmente utilizados como cefalosporinas, cl&enicol, clindamicina, eritromicina y 

otros macrólidos, monobactamas, algunas penicilinas, quinolonas, sulfonamidas y 

tetraciclinas (Jacoby, 1996). A pesar de su resistencia intrínseca, probablemente la 

principal nizón de este hecho es su habilidad para adquirir resistencia frente a la mayoría de 

antibióticos disponibles, ya sea mediante mutaciones o mediante la recepción de material 

gendtico ajeno a través & plasmidos o úamposones (Cetinkaya et d., 2000). 

Como consecuencia del uso ináebido de aritibióticos, una gran cantidad de 

microo~gmismos han mentado la resistencia a los agentes antimicrobhm. Tal es el 

caso de bacterias como Eníerococcus, Streptowccw, Staphylococcus y Klebsiella, entre 

otros. (Jacoby, 1996) 



La vancomicina y la teicoplanina son glicopéptidos cíclicos altamente activos contra 

bacterias Gram positivas. Los glicopéptidos se unen a los residuos terminales aql-D- 

Al&-D-Alanina del pentapépt~do precursor del pepttdoglicán mientras es exportado 

hacia la pared celular. De esta manera se provoca un bloqueo en la interacción de la 

transglicosidasa con el peptidoglicán, previniendo el crecimiento de la pared celular. 

Debido a que los glicopéptidos son moléculas grandes, con pesos molecuíares aproximados 

de 1448 y de 1900 gramos para la vancomicina y la teicoplanina respectivamente, no son 

activos contra bacterias Gram negativas debido a la impermeabilidad de la membrana 

externa. (Woodford et al., 1995) 

Enterocuccus vmcomicina resistentes fúeron reportados por primera vez en Europa 

alrededor de la década de 1980, sin embargo su prevalencia ha aumentado, aunque las 

cifias exactas no se conocen (Shlaes et al., 1994). 

Debido a que la vancomicina es uno de los pocos antibióticos actualmente efectivos 

cmúa Enterucoccus, la aparición de cepas resistezrtes a vancomicina viene a ser un 

problema fundamental en el tratamiento de las infecciones por estos microorganismos, de 

manera que la moríílidad aumenta considerablemente. 

Los parámetros epidemiológicos que contribuyen en la aparición y diseminación de 

c q m  de Entemmccus vvancomicina resistentes (VlE) parecen ser diferemtes de acuerdo al 

lugar geo@co. En los Estados Unidos de América se cree que su aparición se debe al 

uso indiscriminado de vancomicina a nivel hospitalario que ha inducido la resistencia hacia 

los glicopéptidos. A pattir de ahí se ha producido el esparcimiento a nivel comunitario por 

medio del personal docente o de los pacientes.(Mundy et al., 2000). 

Sin embargo, en Europa parecen tener un origen distinto por diversas razones. 

Entre éstas se encuentra el hecho de que se han aislado a partir de heces, microorganismos 

resistentes en pacientes cuyo centro médico no tienen uso de la vancomicina, y de personas 

sanas que no presentan mkadmks & exposición a este tipo de antibiútioos (WOOdford et 

al., 1995). Además, en Holanda, Enterococas vancomicina resistentes no han sido 

detectados en personas estrictamente vegetarianas por lo cual se supone que la fuente de 

VRE es carne contaminada con materia fecal (Wegener et d., 1999). Además, a nivel 



europeo la vaiicomicina se utiliza de una manera más discreta (Mundy et al., 2000). Por lo 

tanto, se ha propuesto una segunda teoría sobre el origen de los VRE . 

Es bien sabido que los Enterococcus son flora normal de tracto gastrointestinal, y se 

cree que un reservorio importante en la transmisión de VRE son los animales de granja 

incluyendo patos, pollos, cerdos, pavos; en los cuales se han encontrado cepas con 

diferentes grados de resistencia. Esto se ha reportado principalmente en granjas donde se 

utilizan promotores de crecimiento animal. 

Suplementar el alimento animal con agentes antimicrobianos para fomentar su 

crecimiento ha sido una práctica común de los pasados treinta años; y se estima que 

constituyen más de la mitad de los agemtes antimicrobianos utilizados alrededor del mundo 

(Wegener et al., 1999). Estos consisten en antibióticos no utilizados en humanos pero con 

acciones muy similares a éstos, los cuales son encargados de promover la tasa de 

crecimiento animal (Wegener et al., 1999). En el caso de la resistencia a la vancomiciua, se 

cree que es inducida por la presión selectiva que ejerce el uso de la avoparcina, un 

antibiótico de la familia de los glicopéptidos como promotor de crecimiento animal. 

Es una realidad que el uso de avoparcina como suplemento nutricional induce la 

resistencia a la vancomicina por parte de Enterococcus provenientes de animales de granja. 

Sin embargo, aun esta en estudio si esta resistencia pusda o no ser transferible al ser 

humano mediante cadena alimenticia Por medio de técnicas de tipificación molecular, se 

ha podido observar una muy alta diversidad de tipos de VRE tanto en animales como en 

seres humanos. Sin embargo, se han encontrado tipos similares o relacionados tanto en 

humanos como en animales, lo que sugiere que una transferencia de la resistencia si se lleva 

a cabo (Wegener et al., 1999 ; Woodford et al., 1998). 

Marcadores que distingan enterococos aislados a partir de fuentes humanas y no 

humanas pueden permitir la posibilidad de investigar en esta área. Por ejemplo, un 

marcador en E. faechm es la producción de ácido a partir de raffimsa que se ha sugerido 

como prueba positiva en cepas de origen aviar (Woodford et al., 1995) 



Sin embargo, la mayoría de investigadores respalda la teoría de que se presenta una 

transferencia de los genes de resistencia, m8s que la diseminación c l d  de este tipo de 

rnicroorganisnos entre especies de animales y el ser humano (Endtz et al., 1998). 

A partir de las cepas de VRE aisladas, han sido reconocidos diferentes fenotipos en 

base al nivel de resistencia los glicopéptidos que corresponden a Van& VanB, VanC, 

VanD y VanE (Cetínkaya et d., 2000). Dos de estos feiwtip (VanA y VanB), son 

mediados por un grupo de genes adquiridos ( W d o r d  et al., 1995). 

Los Eníerococcus que contienen el fenotipo VanA, presentan típicamente un alto 

nivel de resistencia a la vancomicina, con concentraciones mínimas inhibitorias W C )  

mayores o iguales a 64 Wmi y a la teicoplank (con MIC mayores o iguales a 16 pglml). 

Esta resistencia puede ser inducida por glicopéptidos (como la vmamicina, teicoplanina, 

avoparcina y ristoceina), y por agentes no glicopéi.dos como la bacitracina, polimixina B 

y robenidina. (Cetinkaya et d., 1995). 

Los detalles de la resistencia han sido bien documentados con el grupo de genes 

v d ,  encontrados en el transposón Tn1546 de E. faecim (Cetikaya et al., 1995). Dentro 

de este grupo de genes se encuentra el v d ,  el cual codifica para el péptido VanA. Esta 

proteína es -ente similar a la enzima D-Ala-D-Ala ligasa ( W d o r d  et 

al., 1995). Esta enzima es la responsable de la ligación del dipéptido D-Ala-D-Ala, que es 

el blanco de los glicopéptidos en las bacterias Oram positivas ( W d o r d  et al., 1995). 

El pép~ido VanA, ha mostrado tener actividad D-Ala-D-Ala ligasa, solamente que 

con un rango de especificidad más amplio respecto al sustrato. Esto ha sugerido que sirve 

para la produccián del umpoamte D-ala-X, prira la imopmión de este dipéptido en los 

precursores del peptidogiicán. De esta manera se da una disminución en la unión con 

glicopépidos (Woodford et al., 1995). 

Sin embargo, el gen v d  no es suficiente para conferir la resistencia a los 

gliwpéptidos por parte de los En~erwoccza, para esto se requieren otro gnrpo de genes 

entre los que se encuentran el gen vanH. Este gen codifica para la proteína Van& la cual 

tiene una actividad similar a la enzima ácido-2-hidroxicarboxilico deshi-. El 



péptido VanH reduce los 2£etoácidos para la producción de D-hidroxiácidos. 

Posteriormente la VanA ligasa cataliza la síntesis de los dipéptidos de los precursores del 

peptidoglicán mediante la formación de un enlace tipo &ter entre la D-Ala y estos 

productos (Woodford et al., 1995). 

La identidad de los D-bidroxiácidos producidos e incorporados por VanH y VanA 

resmvamente, han sido elucidados mediante la inactivación del gen vanH, en estudios 

realizados por Arthur, M. y colaboradores, quienes encontraron que al inactivar el gen 

vanH la MIC para la vancomicina se reducían considerablemente. Sin embargo, la 

resistencia podía restaurarse mediante la adición de D-2-hidroxibutirato o D-laciato. De 

esta forma, se ha sugerido que el D-lactato es producido a partir del piruvato por la enzima 

VanH y que posteriormente es incorporado a los precursores del peptidoglicán (Woodford 

et al., 1995). 

Un tercer gen ha sido identificado como esencial para la resistencia a glicopéptidos, 

el cual se denomina vanX y codifica para un péptido citoplasmatiw con acción DD- 

dipeptidasa. Se ha demostrado la habilidad de esta proteína VauX para hidrolizar los 

dipéptidos D-ala-D-ala, sin embargo es incapaz de hidroliuir D-ala-D-lactato (Woodford et 

al., 1995). 

Debido a que la resistencia a glioopéptidos mostrada por los Enterococcw VanA es 

inducida, se sugiere que la expresión es regulada en un nivel genbtico. De esta manera, se 

han encontrado dos ORF más, designados vanS y vanR. 

Análisis de los productos de estos genes, indican similitud con un sistema 

regulatorio de txmsdmión de seiW mediado por dos c o m m .  Este sistema 

usualmente consiste en un sensor transmembrana, el cual corresponde a un péptido con 

actividad de histidina protein quinasa, que contiene un residuo especifico de histidina el 

cuál es fosforilado en respuesta a estímulos ambientales específicos. El grupo fosfato es 

posteriormente transferido a un residuo de aspartato del segundo péptido (el regulador de la 

respuesta). Este regulador presenta un dominio unido al ADN, y una vez fosforilado, afecta 

la transcripción especifica de genes. El producto del gen vanS parece estar relacionado con 



la histidina pmtein quinasa y el gen vanR con el péptido regulador de respuesta (Woodford 

et al., 1995). 

El papel de estos dos péptidos en la regulación de VanA se ha conñrmado mediante 

la inactivación de genes. La inactivación del gen va& no muestra efecto en el nivel de 

resistencia, sin embargo, la transcripción de los genes de resistencia decrece. En contraste, 

al imctivar al gen vanR, la oepa se toma susceptible a los glicqéptidos ( W d m d  et al., 

1995). 

El estímulo ambiental que dispara la autofosforilación de VanS no ha sido 

identificado aún, pero es probable que esté relacionado con la presencia de vancomicina y 

su interacción con el sitio D-Ala-D-Ala, el cual inhibe la tnuisglioosilación ( W d m d  et 

al., 1995). 

El trmsposón Tn1546 acarrea otros ORF, vmY y vanZ, los cuales no son necesarios 

para la resistencia a glicopéptidos. El gen vanY codifica para una DD-carboxipeptidasa, la 

cual reduce la disponibilidad del -do precursor del peptidoglich terminado en D- 

Ala-D-Ala y por ende, previene su unión a glico-dos. El mecanismo mediante el cual 

eh gen van2 induce resistencia a glicopéptidos todavía no se ha establecido, sin embargo, se 

ha observado que al introducir un plásmiáo recombinante conteniendo solamente este gen 

incrementa las MIC de la teimplanina, sin afkctar la MIC de la vancomicina ( W d m d  et 

al., 1995). 

El fenotipo VanB originalmente fue descrito como inducible, de bajo nivel de 

resitencia no transferible a la vancomicina, y susceptible a la teicoplanina. Sin embargo, es 

claro que Enteromccus que &enen el gen vanB son fenotípicamente muy diversos en 

cuanto a la resitencia a glicopéptidos, exhibiendo un rango muy amplio de MIC de 

vancomicina Además, se ha descrito la emergencia de mutantes que expresan vanB de 

manera constitutiva. Estos mutantes son también resistentes a la teicoplanina e 

indistinguibles de acuexdo a las puebas de suscepttbilidad a antibiátioos del fenotipo V d  

(Woodford et al., 1995). 

La resitencia mediada por va& puede ser también transferible, y el gen puede estar 

localizado en el cromosoma o en pkmidos. La variabilidad en la localización de vanB 



sugiere que al igual que vanA, puede localizarse a nivel de un transposón (Woodford et al., 

1995). 

La resistencia a los glicopéptidos por parte de éste se encuentra dado por el gen 

denominado vanB. Este gen codifica tambih para una ligasa con 76% de homología con la 

ligasa codificada por v d .  De esta manera, las bases moleculares de la resistencia parecen 

ser idénticas entre los fenatipos VanA y VanB. Lo &m sugiere que una cepa con 

fenotipo VanB debería de requerir otros genes además de vanB para conferir la resistencia a 

los glicopéptidos, de manera comparable al grupo de genes de las cepas VanA. Secuencias 

relacionadas a vanH y vanX han sido identificadas a los lados del gen vanB; así mismo, se 

ha detectdo una actividad DD-carboxipeptidasa inducible con la vaw~miicina, análogo al 

péptido VanY ( W d o r d  et al., 1995). 

La expresión de la resistenca del fenotipo VanB es inducible en la mayoría de los 

casos, y se cree que podría estar regulado por un sistema similar al que se presenta en 

VanA. Sin embargo, algunas de las cepas VanB no parecen oontener el gen vanS de 

acuerdo a análisis mediante la técnica de PCR. Estas diferencias en la regulación podrían 

explicar el amplio rango de las MIC de vancomicina en las Enterococcus VanB (Woodford 

et al., 1995). 

El fenotipo Va& se carackrh por una baja resistencia a la vancomicina y 

susceptibilidad a la teicoplanina Es una propiedad intrínseca de la mayoría de aislamientos 

de Enterococczrs gallinana, E. casselzflavus y E. flavescens. El gen que codífica para este 

fenotipo se encuentra a nivel cromosomal y se expresa de manera constitutiva. Sin 

embargo, datos recientes sugieren que puede ser inducible en algunas cepas de 

E.gallinana ( W d o r d  et al., 1995). 

Se sugiere que el péptrdo VanC, presemta también actividad de ligasa, con un 38% 

de homología en cuanto a los aminoácidos con las ligasas codificadas por vanA y vanB. La 

enzima es una D-Ala-D-Ser ligssa, de manera que los precursores del peptidoglicán 

presentan el dipéptido D-Ala-D-Ser en vez de D-Ala-D-Ala; lo cual reduce la unión con la 

vancomicina (Woodford et al., 1995). 



E.galIinmum también presenta actividad DD-dipeptidasa y DDcarboxipeptidasa, 

las cuales son las encargadas & suprimir la síntesis de los precursores normales del 

peptidoglicáu. Aunque las posiciones de los genes que codifican para estas enzimas no se 

encuentran todavía determinadas, se ha o h a d o  que al inactivar el gen vanC, éstas otras 

actividades no son detectadas. Lo anterior sugiere que la transcripción de estos genes debe 

estar ligada oon la tmnscripción de vanC (WOOdfmd et al., 1995). 

Las bases bioquímicas de los fenotipos VanC expresados por E. cassel~~avus y E. 

flavescens, vanC-2 y vanC-3 respectivamente, son todavía desconocidas ( W d o r d  et al., 

1995). 

En 1991 se describió un nuevo gen de resitencia, designado va&. Este fue 

presentado por cepas de E. faecium. De acuerdo con la secuenciación parcial del gen que 

codifica para la ligasa, se determinó que existen semejanzas entre el gen vanü y los genes 

v a d  y vanB. El gen vanD aparentemente se encuentra localizado dentro del cromosorna 

bacteriano y no se ha observado hasta el momento transferencia hacia otros Enterucoccw 

(Cetinkaya et al., 2000). 

El gen vunE ha sido recientemente descrito en E. faedis  BM4405. Este fenotipo 

se caracteriza por bajos niveles de resistencia a la vancomicina, con MIC de 16 &ml, y 

susceptibilidad a la teicoplanina. Presenta similitud con el gen vanC (55% de homología) 

más que con vanA (45%), vanB (43%) o vanD (44%) (Cetinkaya et al., 2000). 

Existen además algimas cepas de Enterococcus dependientes de vancomicina, 

derivadas de los fenotipos VanA o VanB . Se sugiere que estas cepas son inca- de 

producir la ligasa codific9da por el gen M, ubicado en el cromosoma bacteriano. Con la 

presencia de vancomicina se da la inducción de la enzima D-Ala-D-lactato ligasa, 

codificada por vanA o vunB, de manera que puede darse la síntesis de los precursores del 

peptidoglicán (Woodford et al., 1995). 

La p r d a  de los fenotipos de resistencia V a  y VanB representan un riesgo 

para la salud pública, no solamente por las pocas opciones terapeúticas que quedan al darse 

una infección por este tipo de microorganismos, como ya anteriormente fue mencionado, 



sino también porque representan un riesgo para la aparición de resistencia a la vancomicina 

en otras bacterias Oram positivas. Zn vitro, ya se ha observado la transferencia hacia otros 

géneros de los genes que codifican para el fenotipo VanA. Microorganismos que han 

resultado como receptores exitosos incluyen síreptococcus vzridans y S pyogenes, Lzsteria 

monocytogenes y Stqphylococcw auretls. Ha sido demostrado la transferencia de los 

genes de resistencia a S.aureus, tanto rn vitm como en la piel de ratones. De esta manera 

surge la preocupación de que la transferencia en seres humanos bajo condiciones naturales 

podría ocurrir (Cetinkaya et al., 2000). Por otra parte, genes de resistencia a la 

vancomicina han sido encontrados en aislamientos de microorganismos que no pertenecen 

al género Ente~ocuccus. Una secuencia genética similar a vanB, la cual ha sido designada 

vanB3, ha sido reportada en Streptococcw bovis (Certinkaya et al., 2000). 

Debido a la importancia clínica de bacterias resistentes a la vancomicina, es 

importante investigar sobre la presencia de reseworios en la naturaleza. Debido a la alta 

sospecha que se presenta en Europa sobre la función de la carne cruda como resenorio, se 

hace fundamental el análisis de este tipo de productos en nuestro país con el fin de 

determinar si constituyen o no una fuente de riesgo para la transmisión de estos genes de 

resistencia. 



Objetivos 

Objetivo General 

Estudiar la presencia de Eníerococczls vancomicina resistentes en piezas de pollo para 

consumo hummo. 

Objetivos Específicos 

Estandarizar un método de laburatorio para el aislamiento de cepas de Enter0cwcu.s 

vancomicina resistentes a partir de alimentos no cocinados. 

Realizar el aislamiento de cepas de Eníer0coccus vancomicina resistentes en piezas de 

pollos de abastecimientos comerciales. 

Determinar la concentración mínima inhibitmia de vancomicina correspondiente a cada 

una de las cepas de Enterococcus vmcOmiCma resistentes aislados. 



Materiales y Métodos 

Materiales: 

Medios de Cultivo 

Agar Kanamicina-Esculim-&ida 

Triptona 

Extracto de levadura 

NaCl 

Citrato de Sodio 

Esculina 

Citrato fMco de Amonio 

&dade Sodio 

Kanamicina 

Agar 

pH 7.0-7.2 

Agua Peptonada Bufferizada 

Triptona 

Nacl 

Na2HP04 

KH2m4 

pH 7.2 



Enter- suplementado con vancomicina 

Digestión panmeática de caseína 17.0 gfl 

Bilis 10.0 g/l 

NaCl 5.0 g/l 

Extracto de levadura 5.0 g/l 

Digestión péptica de tejido animal 3.0 gil 

Esculina 1.0 gfl 

Citrato de Soáio 1.0 gil 

Citrato fémco de Amonio 0.5 gfl 

AzidadeSodio 0.25 

Vancomicina 6 mgfl 

pH 6.9-7.3 

Agar Inhsión Cerebro-Conzón (AICC) con vanawicina 

Caldo Infusión Cerebro-Corazón 37.0 gfl 

Agar 20.0 gn 

Vancomicina 6 mgfl 

Caldo base púrpura de bromoeresol con glucosa y 6.5% NaCl 

Extractodecarne 1.0 g/i 

Peptona 10.0 g/l 

NaCl 65.0 gil 

Púrpura de bromocresol 0.015 g/i 

Glucosa 10.0 fl 
pH 6.8-7.0 

Agar bilis-esculma 

Extractodeme 



Peptona 

Bilis 

Esculina 

Citratoférrico 

A w  

pH 7.0 

Métodos: 

Recolección de muestras 

Se trabajó wn muestras de piezas de pollo (muslos y alitas) de un peso mínimo de 

250 g, obtenidas de manera aleatoria, de cada una de las provincias del valle central. Se 

traóajó con 32 muestras distribuidas de la siguiente manera: Alajuela 9, San José 12, 

Heredia 6 y Cartago 5. 

Procesamiento de la muestra 

Para estandarizar el método de aislamiento de Enterococcus vmwmicina resistentes 

en productos alimenticios se siguió el protocolo que se describe a continuación. 

Se determinó el peso exacto de la (S) pieza (S) de pollo mediante una balanza. Una 

vez determinado el peso exacto se depositó la (S) pieza (S) en una bolsa de Stomacher y se 

agregó d d d e s  equivalentes de Agua Peptonada Bderizada al 0.1%. Se masajaron 

bien las piezas y se dejaron en incubación a 35°C por un período de 18-24 horas. 

Luego de pasar el período de incubación, se traspasó 1 m1 de cada uno de los caldos 

a 9 m1 de Enter-1 suplementado con 6 &m1 de vancomicina Estos se dejaron en 

incubación a 37°C por un período de 24-48 horas. 



A partir de los caídos positivos de Enterococcosel suplementado con vancomicina 

(aquellos que presentaran un ennegrecimiento del medio), se rayó 2 placas de Agar 

Kanamicina-Esculina-Azida y se incubaron a 35°C y a 43°C por 48 horas. 

A las colonias sospechosas obtenidas en este medio, se les realizó la tinción de 

Gram. Las colonias de cocos Gram positivos se rayaron en placas de Agar Infusión 

Cerebro Corazón suplementado con 6 pg/l de vancomicina y se incubó por 24-48 horas a 

35°C. 

A las colonias purificadas obtenidas en el AICC con vancomicina se les volvió a 

realizar la tinción de Gram. Además, se les realizó la prueba de cata& hidrólisis de 

esculina y crecimiento en sal. 

Todos los cocos Gram-positivos, catalasa negativos, con capacidad de hidrolizar 

esculina y de crecer en un medio conteniendo 6.5% de NaCl se consideraron Enterococczu 

vancomicina resitentes. 

Determinación de la Concentración Mínima Inliibitoria 

Se subcultivaron las cepas en placas de Agm Sangre sin antibibticos y se incubaron 

a 35°C por un período de 18 horas. Posteriormente se realizaron suspensiones de cada una 

de las cepas ai 0.5 Mc Farland en Solución Salina Estéril. Posteriormente se realizó una 

dilución de 11100 de cada una de las suspensiones. 

Por último, se sembraron 10pl de las diluciones en placas de Agar Infusión Cerebro 

Corazón con un volumen de 24 m1 y con distintas concentraciones & vancomicina. Las 

concentraciones de vancomicina utilizadas fiieron 0, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 128, 256 y 512 

1 Luego se incubaron a 35°C por 24 horas y se determinó la Concentración Mínima 

Inhibitoria como la primera de las concentracimes de vancomicina a la cual no se 

presentaba crecimiento. 

Se utilizó como control sensible a vancomicina ia cepa 322 y como control 

resistente la cepa ATCC 5 1299 de E. faeuzlis 



Resultados 

Se recolectaron 32 piezas de pollo de diferentes establecimientos comerciales 

distribuidos de la siguiente manera: 

Cuadro 1. Distribución de las muestra tomadas de la provincia de Alajuela 

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo peso (g) 

La Despensa 

Agencia As de Oros 

Super Pollo # 6 

Distribuidora Arroquí 

Distribuidora La Barrita 

Agencia As de Oros 

Distribuidora Pipasa 

Agencia As de Oros 

Más por Menos 

Propokodusa 

As de Oros 

As de Oros 

Pollos Tio Pepe 

Pipasa 

Asdeoros 

Pipasa 

Asdeoros 

Suave 

Cuadro 2. Distribución de las muestra tomadas de la provincia de San José. 

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo Peso (g) 

SJ 1 La Preferida Suave 328 

SJ2 Distribuidora Pipasa Pipasa 3 10 

SJ3 El Corral Pollos Tío Pepe 283 

SJ4 Super Pollo # 2 As de Oros 275 

SJ5 Tramo La Catalina Pollos Tío Pepe 333 

SJ6 Automercado Suave 292 

SJ7 Abastecedor El Mercado Pipasa 3 12 

SJ8 Agencia Pipasa Pipasa 255 

SJ9 El Planeta Azul Pipa~a 345 



SJlO Megasúper As de Oros 291 

SJll Carnicería La Criolla Pollos Tío Pepe 267 

SJ12 Super ave Suave 284 

Cuadro 3. Distribución de las muestra tomadas de la provincia de Heredia 

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo peso (g) 

H1 Hipennás Suave 326 

H2 Más por Menos Suave 262 

H3 Agencia Pipasa Pipasa 318 

H4 Distribuidora San Martín Pipasa 288 

H5 Distribuidora Hermanos As de Oros 255 

Alpízar 

H6 Periféricos Pollos Tío Pepe 274 

Cuadro 4. Distribución de las muestra tomadas de la provincia de Cartago. 

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo peso (g) 

C1 Me&asu~er As de Oros 294 

C2 Supercarnes Montecillos Pipasa 255 

C3 Distribuidora La Amistad Pipasa 340 

C4 Distribuidora San Martín Suave 330 

C5 Altamar Pipasa 295 

Del total de muestras analizadas, el 34.4% eran distribuidas a los abastecimientos 

comercides por la distribuidora de pollo Pipa ,  un 25% por As de Oros, un 21.9% por 

Suave, un 15.6% por Pollos Tío Pepe y un 3.1% por Propokodusa 

De las 32 muestras analizadas, 24 (75%) se consideraron positivas ya que hubo 

crecimiento en las placas de AICC con 6 @m1 de vancomicina. Se encontraron 

distribuidas de la siguiente manera; en Alajuela de 9 muestras 6 se consideraron positivas 



(66%), en Heredia 4 de 6 muestras fueron positivas (M%), en San José lo fueron 10 de 12 

muestras analhdas (83%) y en Cartago 4 de 5 muestras analidas (80%). 

De estas 24 muestras positivas, se obtuvo un total de 72 cepas, de las cuales 7 

presentaron una MIC de 8 pg/ml(9.7%), 58 una MIC de 16 pgíml(80.6%), 3 una MIC de 

32 &m1 (4.1%), 2 una MiC de 64 pgíml(2.8%), 1 unaMIC de 128 pdml(1.4%) y 1 una 

MIC de 5 12 pg/ml(1.4%); como puede o b s e m  en el cuadro 5 y en la figura 1. 

Cuadro 5. Resultados de las MiC obtenidas de cada una de las cepas. 

cepa MIc (CLg/ml) cepa MIC ( d m l )  

A4.1 8 SJ1.l 16 

A4.3 16 551.4 16 

A4.4 8 SJ2.1 16 

A4.5 16 SJ2.2 16 

A4.6 16 SJ2.5 64 

A5.3 16 SJ3.1 16 

A6.1 16 SJ3.3 16 

A6.2 16 SJ3.4 16 

A6.3a 32 SJ4.1 16 

A6.3b 8 SJ4.2 512 

A7.1 16 SJ4.3 16 

A7.3 16 SJ5.1 16 

A7.4B 16 SJ5.2 16 

A8.2 32 SJ5.3 16 

A9.1 16 SJ6.2 16 

A9.3 16 SJ6.3 16 

H.32A 8 SJ7.1 16 

H1.3 16 557.2 16 

H3.1 16 SJ7.3 16 

A7.2 16 SJ7.4 16 



Figwa 1 .  Distribución de las MIC obtenidas de las muestras positivas 



De acuerdo con las MIC obtenidas, 65 cepas se consideraron como Enterococm de 

sensibilidad intermedia a la vancomicina, puesto que sus MIC se encontmbm entre 4-32 

pgíml. Solamente 7 cepas (9.7%) se consideraron como Enterococcus vancomicina 

resistentes puesto que sus MIC eran mayores o iguales a 32 ccs/ml. 

De estas 7 cepas de Enterococas vancomicina resistentes, 3 de ellas provenían de 

San José, 2 de Alajuela, 1 de Heredia y otra de C-O. Cuatro de las cuales eran 

distribuidos por Pipasq representando un 57.1% de todas las cepas resistentes; y tres de 

ellas por As de Oros que corresponde al 43.9% restante. Las dos cepas de mayor 

resistencia fueron aisladas de las provincias de San José y Cartago. Se aislaron cepas de 

resitencia iniermedia a la vancomicina en pollos de abaskcimientos comerciales 

distribuidos por Pollos Tío Pepe y Suave, sin embargo no se aislaron Enterococcus 

vancomicina resistentes en piezas de pollo de estas distri'buidoras. En la distribuidora 

Propokodusa no se aisló ninguna cepa de Enterococas vancomicina resistente ni de 

susceptibilidad iniermedia. 



Discusión 

Hoy en dk, los enterococos se constituyen como uno de los mayores problemas de 

infecciones nosocomiales y cometanas en el ámbito mundial. Se les puede aislar de un 

amplio rango de hospederos, así como de una serie de sitios anatómicos, en donde pueden o 

no estar causando patología, por lo que su dispersión se ha visto aumentada sobre todo en 

aquellos organismos que presentan un mecanismo de resistencia que se pueda transferir de 

una especie resistente a una susceptible ( W d o r d  et d., 1995). 

Se ha informado de aislamientos de Enterococcus resistentes a vancomicina 

alrededor del mundo, incluyendo Wlgica, Francia, Alemania, Italia, Reino Unido y Estados 

Unidos de América. El primer brote nosocomial por VRE se reportó en Reino Unido a 

finales de La década de 1980 y el número de hospitales afectados se ha incrementado 

recientemente. En los Estados Unidos de América el aumento en la prevalencia de VRE 

también se ha evidenciado últimamente ( W d o r d  et al., 1995). 

En nuestro país, la presencia de Enterucuccw vancomicina resistentes se demostró 

por primera vez por medio de un estudio realizado en el Hospital Nacional de Niños con 

pacientes de menos de un día de internamiento donde se encontró una colonización 

intestinal de l.% (Jiménez et al., 1998). Este hallazgo motivó a la búsqueda de posibles 

fuentes extrahospitalarias como posible reservorio de EVR (H-dez et d., 2000). 

A nivel europeo las carnes son consideradas como posibles m o r i o s  de EVR. La 

carne de pollo se considera como un reservorio importante debido a las malas prácticas 

durante el proceso de esviscerado. Esto por cuanto en la mayoría de los casos se realiza de 

manera mecánica adaptado al peso y tamaíío &dar de un pollo promedio, por lo que 

generalmente durante esta etapa se produce la ruptura del intestino del ave con la 

consecuente contaminación del producto con material fecal. 

Tomando en cuenta de que la pieza de pollo se trata de un alimento crudo y que se 

espera esté contaminado con material fecal, se buscó un método para estandmku el 

aislamiento de EVR en estas piezas, de manera que se utilizaran medios suficientemente 



enriquecidos perra el aislamiento de Enterococcu~, y a su vez selectivos para el resto de 

bacterias, principaimente las enterobackrk que se espera se enamtren en grandes 

cantidades en este tipo de alimentos. 

El primer paso para el aislamiento, constó en una incubación de la piem en Agua 

Peptonada Bufferizada, esto a manera de jxeenriquecimiento, ya que las piezas de pollo 

nomalmente se encuentran refngedas o congelde y puede producirse el c oro de las 

bacterias presentes en el alimento. La incubación con Enterococwsel y vancomicina, 

resulta en un paso de enriquecimiento selectivo, por la presencia no sólo del antibiótico de 

acción contra la mayoría de las bacterias Gram positivas, sino también por la píesencia de 

otras sustancias como la bilis que puede inhibir el crecimiento de las bacterias Gram 

positivas, y la azida de sodio contra bacterias Gram negativas. De acuerdo a estudios 

realizados por Van Horn y colaboradores, este es un muy buen medio pera el aislamiento 

de Enterococcta vancomicina resistentes, ya que inhibe el crecimiento de Escherichia coli, 

S. aureus, Pseuáomonar aenrginosa, Enterímnma vancomicina sensibles entre oíros 

microorganismos (Van Hom et al., 1996). 

Luego de la etapa de enriquecimiento selectivo, le sigue la etapa del aislamiento 

selectivo y diferencial en el medio Agar Katiamicina-Escdina-Azida. Este medio resulta 

selectivo por la presencia de kanamicllia y &da de sudio con acción contra Gram 

negativos. La temperaíma a la cual se incubó (43°C) resulta a su vez un partimetro 

selectivo para el crecimiento de la mayoría de bacterias Gram positivas como Gram 

negativas. La presencia de escdina hace de éste un medio diferencial puesto que permite la 

diferenciación de bacterias capaces o no de hidroliuirla 

En una investigación realizada por AlprPu y Pacheco se logró demostrar un 

porcentaje de positividad de un 14.0% de VRE obtenidos del contenido intestinal 

diredamente de la cloaca de pollos (Alpíprr et al., 1999) Así mismo, se realizó 

posteriormente ima investigación del cmtenido intestinal de bovinos y pOmnos, 

obteniéndose porcentajes de positividad de 14.6% y 1 1.1% respectivamente (Hen&u&z et 

al., 2000). 



Si se realiza una comjmación con los resultados obtenidos en la investigación 

realizada por Alpbr  y Pacheco en 1999, se puede observar que el porcentaje de 

positividad fue inferior en ese estudio (14.1 % ) que el obtenido en la presente investigación, 

el cual fue de un 75%. Así mismo, la mayoría de las cepas aisladas en el estudio de Alpízar 

y Pacheco presentaron alta resistencia a la vancomicina con MIC superiores a 5 12 &ml, 

mientnis que la mayoría de las cepas aisladas en esta iavestigaciión presentaron baja 

resistencia a la vancomicina con MIC de 16 d m l .  Estas diferencias pueden explicarse 

desde diversos puntos. 

Como primero, tenemos que los métodos uiilimáos para el aislamiento de 

Enterococcw vancamicim resistentes fueron diferentes en ambos estudios. En el caso del 

estudio de Alpízar y Pacheco, consistió en el rayado directo de la muestra a placas con 

AICC suplementado con vanwmicina En la presente investigación la muestra se procesó 

utilizando diferentes medios de enriquecimiento selectivo para Enterucoccw, por lo que el 

aumento de la ocmemcia podría explicarse de acuerdo a un mayur enriquecimiento de la 

muestra. 

Por úitimo no se conocen con exactitud las cifias de avoparcina utilizadas en 1998, 

que fbe el año en el cual se realizaron los muestreos para la investigacih realizada por 

Alpízar y Pacheco; ni las cifras utilizadas en el año 2001, fecha en la cual se llevó a cabo el 

muestreo de la -te investigación. Es conocido que el abolir el uso de la avoparcina 

como promotor de crecimiento animal disminuye drásticamente el número de Enterococcw 

con altos niveles de resistencia a la vmcomicina en mimdes de granja Las diferencias en 

cuanto a los niveles de resistencia de estos dos estudios pueden deberse a uaa disminución 

en el uso de este glicopéptido como promotor de crecimiento animal. 

Por ejemplo, estudios realizados por Aarestrup y colaboradores en Dinamarca, en 

donde la prohibicih del uso de la avoparcina como promator de crecimiento se dio en el 

ailo 1995; indican una disminución significativa del porcentaje de EVR aislados a partir del 

año siguiente. En esta investigacibn, se reporta en animales de granja un porcentaje de 

enterococos resistentes de un 72.7% en 1995. Para 1996 este porcentaje había disminuido a 



42.5%, en 1997 fue de 20.8% y continuó disminuyendo en 1998 donde fue de 8.4%, en 

1999 se preserrtó un ligero incremento de 9.0 %, para volver a disminuir en el 2000 con un 

porcentaje de positividad de 5.8% (Figura 2 ) 
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Figura 2. Efecto de la abolición de la avoparcina sobre el porcentaje de VRE 

En cuanto a las cepas aisladas, 65 de ellas presentaron MIC de 8-16 yglml. Es 

probable que estas cepas sean de fenotipo VanC, puesto que presenta bajos niveles de 

resistencia a la vancomicina. 

De las 7 cepas restantes, 2 de ellas presentan MIC superiores a 128 pg/ml de 

vancomicina. Es muy probable que estas cepas sean de fenotipo Va@ puesto que 

presentan un alto nivel de resistencia a la vancornicina, y además en nuestro país aún no se 

han aislado cepas de fenotipo V a ,  que es el otro fenotipo que exhibe un patrón de 

resistencia de mehano a alto. Las otras 5 cepas restantes presentan MIC de 32-64 pg/ml y 

pueden coincidir tanto con el fenotipo VanA como VanC. Típicamente los Enterococcws 

vancornicina resistentes del fenotipo VanA corresponden a las especies Ej'eculis y 



Efaecium, con MIC muy elevadas. Sin embargo, debido a que este tipo de fenotipo de 

resistencia es trmsfkrible, se Se aislado Enterococms de fenatipo VanA en otras especies, 

incluyendo en E.avium, para las cuales los niveles de resistencia son inferiores de manera 

que expresan MIC de 3244 w m l  (Harwood et al., 200 1). 



Conclusiones 

Se logró demostrar la presencia de Enierococcus vancomicina resistentes en piezas de 

pollos de abstecimientos comerciales. 

Puede concluirse que el método empleado en el aislamiento de Enterococcus 

vancomicina resistentes en productos alimenticios de origen mimal es efectivo. 

Se puede concluir que la ocurrencia de Enierococcus vancomicina resistentes en piezas 

de pollo de abastecimientos comerciales es de un 75%. 

Se determinó que solamente un 9.7% de los aislamientos realidos presentan niveles 

altos de resistencia a la vancsomicina. 
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