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Fernandez Mora, Tania
Aislamiento y caracterizacion de Enterococcus vancomicina resistentes (VRE) en
piezas de pollo de abastecimientos comerciales.

Trabajo de investigacion de Microbiologia y Quimica Clinica.- San José, CR.:

T. Fernandez M., 2002.

30h.: 2 il.- 25 refs.

Se propone estudiar la presencia de Enterococcus vancomicina resistentes en piezas de
pollo para consumo humano. Se pretende también estandarizar un método de laboratorio
para el aislamiento de cepas de VRE a partir de alimentos no cocinados y determinar la
Concentracién Minima Inhibitoria (MIC) de vancomicina correspondiente a cada una de las
cepas aisladas.

Se realizo el aislamiento de las cepas de Enterococcus resistentes a la vancomicina en 32
piezas de pollo para el consumo humano. Esto se llevé a cabo mediante incubaciones de
las piezas en Agua Peptonada Bufferizada, Enterococcosel con 6 ng/ml de vancomicina,
Agar Kanamicina Esculina Azida y por ultimo en Agar Infusién Cerebro Corazon con 6
pug/ml de vancomicina. Se determiné como Enterococcus a los cocos Gram positivos,
catalasa negativos, con capacidad de hidrolizar esculina y de crecer en medios con 6.5% de
NaCl. Posteriormente, se determiné la MIC a la vancomicina a todas las cepas obtenidas
mediante la técnica de dilucién en agar.

El 75% de las piezas de pollo de consumo humano resultaron positivas por VRE. La
mayoria de estas cepas presentaron bajos niveles de resistencia a la vancomicina con MIC
de 16 pg/ml. Solamente el 9.7% de las cepas aisladas presentaron altos niveles de
resistencia a la vancomicina con MIC superiores a 32 pug/ml. Se pudo concluir, que el
método de laboratorio utilizado para el aislamiento de VRE fue efectivo, y que en piezas de
pollo de consumo humano la ocurrencia de VRE es de un 75%.

Palabras claves: Enterococcus, vancomicina, resistencia. .

Director de la investigacién: Dr. Fernando Garcia Santamaria, Ph.D.



Introduccion

Las bacterias pertenecientes al género Enterococcus se caracterizan por ser cocos
Gram positivos, catalasa negativos, anaerobios facultanvos capaces de crecer en medios de
cultivo de altas concentraciones de sal e hidrolizar 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 representan un riesgo importante a la salud publica, debido a que son una de
las principales causas de endocarditis. Ademads, a partir de la década de los 1970 han sido
reconocidos como causas importantes de infecciones intrahospitalarias, siendo los segundos
microorganismos mas comunes en infecciones nosocomiales de tracto urinario €
infecciones de heridas, y los terceros mds comunes en bacteremias nosocomiales en los
Estados Unidos de América (Cetinkaya ef al., 2000).

Una de las principales razones por los que estos organismos han sobrevivido al
ambiente hospitalario es por su resistencia intrinseca a muchos de los antibidticos
cominmente utilizados como cefalosporinas, cloralfenicol, clindamicina, eritromicina y
otros macrélidos, monobactamos, algunas 'penicilinas, quinolonas, sulfonamidas y
tetraciclinas (Jacoby, 1996). A pesar de su resistencia intrinseca, probablemente la
principal razén de este hecho es su habilidad para adquirir resistencia frente a la mayoria de
antibidticos disponibles, ya sea mediante mutaciones o mediante la recepcién de material
genético ajeno a través de plasmidos o transposones (Cetinkaya et al., 2000).

‘Como consecuencia del uso indebido de antibibticos, una gran cantidad de
microorganismos han aumentado la resistencia a los agentes antimicrobianos. Tal es el
caso de bacterias como Enterococcus, Streptococcus, Staphylococcus y Klebsiella, entre
otros. (Jacoby, 1996) '



. La vancomicina y la teicoplanina son glicopéptidos ciclicos altamente activos contra
bacterias Gram positivas. Los glicopéptidos se unen a los residuos terminales acyl-D-
Alanina-D-Alanina del pentapéptido precursor del peptidoglicin mientras es exportado
hacia la pared celular. De esta manera se provoca un bloqueo en la interaccion de la
transglicosidasa con el peptidoglican, previniendo el crecimiento de la pared celular.
Debido a que los glicopéptidos son moléculas grandes, con pesos moleculares 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)

Enterococcus vancomicina resistentes fueron reportados por primera vez en Europa
alrededor de la década de 1980, sin embargo su pievalencia ha aumentado, aunque las
cifras exactas no se conocen (Shlaes et al., 1994).

Debido a que la vancomicina es uno de los pocos antibi6ticos actualmente efectivos
contra Enterococcus, la aparicion de cepas resistentes a vancomicina viene a ser un
problema fundamental en el tratamiento de las infecciones por estos microorganismos, de
manera que la mortilidad aumenta considerablemente.

Los pardmetros epidemioldgicos que contribuyen en la aparicion y diseminacion de
cepas de Enterococcus vancomicina resistentes (VRE) parecen ser diferentes de acuerdo al
lugar geografico. En los Estados Unidos de América se cree que su aparicion se debe al
uso indiscriminado de vancomicina a nivel hospitalario que ha inducido la resistencia hacia
los glicopéptidos. A partir de ahi se ha producido el esparcimiento a nivel comunitario por
medio del personal docente o de los pacientes.(Mundy ez 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 antecedentes de exposicion a este tipo de antibiéticos (Woodford ez
al., 1995). Ademais, en Holanda, FEnterococcus vancomicina resistentes no han sido
detectados en personas estrictamente vegetarianas por lo cual se supone que la fuente de
VRE es came contaminada con materia fecal (Wegener ef al., 1999). Ademis, a nivel



europeo la vancomicina se utiliza de una manera més discreta (Mundy et al., 2000). Por lo
tanto, se ha propuesto una segunda teoria 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 transmisién 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 practica comtin de los pasados treinta afios; y se estima que
constituyen mas de la mitad de los agentes .antimicrobianos utilizados alrededor del mundo
(Wegener et al., 1999). Estos consisten en antibiéticos 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 vancomicina, se
cree que es inducida por la presion selectiva que ejei'ce el uso de la avoparcina, un
antibidtico 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 estd en estudio si esta resistencia pueda o no ser transferible al ser
humano mediante cadena alimenticia. Por medio de técnicas de tipificacion 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 drea. Por ejemplo, un
marcador en E. faecium es la produccion de icido a partir de raffinosa que se ha sugerido
como prueba positiva en cepas de origen aviar (Woodford et al., 1995)



Sin embargo, la mayoria de investigadores respalda la teoria de que se presenta una
transferencia de los genes de resistencia, mas que la diseminacion clonal de este tipo de
microorganismos entre especies de animales y el ser humano (Endtz ef 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 VanA, VanB, VanC,
VanD y VanE (Cetinkaya et al., 2000). Dos de estos fenotipos (VanA y VanB), son
mediados por un grupo de genes adquiridos (Woodford et a/., 1995).

Los Enterococcus que contienen el fenotipo VanA, presentan tipicamente un alto
nivel de resistencia a la vancomicina, con concentraciones minimas inhibitorias (MIC)
mayores o iguales a 64 ug/ml y a la teicoplanina (con MIC mayores o iguales a 16 pug/ml).
Esta resistencia puede ser inducida por glicopéptidos (como la vancomicina, teicoplanina,
avoparcina y ristoceina), y por agentes no glicopéptidos como la bacitracina, polimixina B
y robenidina. (Cetinkaya et al., 1995). _

Los detalles de la resistencia han sido bien documentados con el grupo de genes
vanA, encontrados en el transposdn Tn1546 de E.faecium (Cetikaya et al., 1995). Dentro
de este grupo de genes se encuentra el vanA, el cual codifica para el péptido VanA. Esta
proteina es estructuralmente similar a la enzima D-Ala-D-Ala ligasa (Woodford et
al.,1995). Esta enzima es la responsable de la ligacion del dipéptido D-Ala-D-Ala, que es
el blanco de los glicopéptidos en las bacterias Gram positivas (Woodford et al., 1995).

El péptido VanA, ha mostrado tener actividad D-Ala-D-Ala ligasa, solamente que
con un rango de especificidad mas amplio reSpecto al sustrato. Esto ha sugerido que sirve
para la produccion del componente D-ala-X, para la incorporacién de este dipéptido en los
precursores del peptidoglican. De esta manera se da una disminucion en la unién con
glicopéptidos (Woodford et al., 1995).

Sin embargo, el gen vand no es suficiente para conferir la resistencia a los
glicopéptidos por parte de los Enterococcus, para esto se requieren otro grupo de genes
entre los que se encuentran el gen vanH. Este gen codifica para la proteina VanH, la cual
tiene una actividad similar a la enzima é&cido-2-hidroxicarboxilico deshidrogenasa. El



péptido VanH reduce los 2-cetoacidos para la produccion de D-hidroxiacidos.
Posteriormente la VanA ligasa cataliza la sintesis de los dipéptidos de los precursores del
peptidoglican mediante la formacion de un enlace tipo éster entre la D-Ala y estos
productos (Woodford et al., 1995).

La identidad de los D-hidroxiacidos producidos e incorporados por VanH y VanA
respectivamente, han sido elucidados mediante la inactivacion 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 reducian considerablemente. Sin embargo, la
resistencia podia restaurarse mediante la adicion de D-2-hidroxibutirato o D-lactato. 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 peptidoglican (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 citoplasmatico con accion DD-
dipeptidasa. Se ha demostrado la habilidad de esta proteina VanX para hidrolizar los
dipéptidos D-ala-D-ala, sin embargo es incapaz de hidrolizar D-ala-D-lactato (Woodford et
al., 1995).

Debido a que la resistencia a glicopéptidos mostrada por los Enterococcus VanA es
inducida, se sugiere que la expresion es regulada en un nivel genético. De esta manera, se
han encontrado dos ORF mas, designados vanS'y vanR.

Anélisis de los productos de estos genes, indican similitud con un sistema
regulatorio de transduccién de sefial mediado por dos componentes. 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
cuil es fosforilado en respuesta a estimulos ambientales especificos. 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 transcripcion especifica de genes. El producto del gen vanS parece estar relacionado con



la histidina protein quinasa y el gen vanR con el péptido regulador de respuesta (Woodford
et al., 1995). ‘

El papel de estos dos péptidos en la regulacion de VanA se ha confirmado mediante
la inactivacién de genes. La inactivacion del gen vanS no muestra efecto en el nivel de
resistencia, sin embargo, la transcripcion de los genes de resistencia decrece. En contraste,
al inactivar al gen vanR, la cepa se torna susceptible a los glicopéptidos (Woodford et al.,
1995).

El estimulo ambiental que dispara la autofosforilacion de VanS no ha sido
identificado aun, pero es probable que esté relacionado con la presencia de vancomicina y
su interaccion con el sitio D-Ala-D-Ala, el cual inhibe la transglicosilaciéon (Woodford ez
al., 1995).

El transposon Tnl546 acarrea otros ORF, vanY '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 pentapéptido precursor del peptidoglican terminado en D-
Ala-D-Ala y por ende, previene su union a glicopéptidos. El mecanismo mediante el cual
el gen vanZ induce resistencia a glicopéptidos todavia no se ha establecido, sin embargo, se
ha observado que al introducir un plasmido recombinante conteniendo solamente este gen
incrementa las MIC de la teicoplanina, sin afectar la MIC de la vancomicina (Woodford 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 Enterococcus que contienen el gen vanB son fenotipicamente muy diversos en
cuanto a la resitencia a glicopéptidos, exhibiendo un rango muy amplio de MIC de
vancomicina. Adeniés, se ha descrito la emergencia de mutantes que expresan vanB de
maneré constitutiva. Estos mutantes son también resistentes a la teicoplanina e
indistinguibles de acuerdo a las pruebas de susceptibilidad a antibiéticos del fenotipo VanA
(Woodford et al., 1995).

La resitencia mediada por vanB puede ser también transferible, y el gen puede estar
localizado en el cromosoma o en plasmidos. La variabilidad en la localizacién de vanB



sugiere que al igual que vand, puede localizarse a nivel de un transposon (Woodford et al.,
1995).

La resistencia a los glicopéptidos por parte de éste se encuentra dado por el gen
denominado vanB. Este gen codifica también para una ligasa con 76% de homologia con la
ligasa codificada por vand4. De esta manera, las bases moleculares de la resistencia parecen
ser idénticas entre los fenotipos VanA y VanB. Lo anterior sugiere que una cepa con
fenotipo VanB deberia de requerir otros genes ademas 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; asi mismo, se
ha detectado una actividad DD-carboxipeptidasa inducible con la vancomicina, anélogo al
péptido VanY (Woodford er al., 1995).

La expresion de la resistenca del fenotipo VanB es inducible en la mayoria de los
casos, y se cree que podria estar regulado por un sistema similar al que se presenta en
VanA. Sin embargo, algunas de las cepas VanB no parecen contener el gen vanS de
acuerdo a analisis mediante la técnica de PCR. Estas diferencias en la regulacion podrian
explicar el amplio rango de las MIC de vancomicina en las Enterococcus VanB (Woodford
et al., 1995).

El fenotipo VanC se caracteriza por una baja resistencia a la vancomicina y
susceptibilidad a la teicoplanina. Es una propiedad intrinseca de la mayoria de aislamientos
de Enterococcus gallinarum, E. casseliflavus y E. flavescens. El gen que codifica para este
fenotipo se encuentra a nivel cromosomal y se expresa de manera constitutiva. Sin
embargo, datos reciemtes sugicren que puede ser inducible en algunas cepas de
E.gallinarum (Woodford et al., 1995). | E

Se sugiere que el péptido VanC, presenta también actividad de ligasa, con un 38%
de homologia en cuanto a los aminodcidos con las ligasas codificadas por vand y vanB. La
enzima es una D-Ala-D-Ser ligasa, de manera que los precursores del peptidoglican
presentan el dipéptido D-Ala-D-Ser en vez de D-Ala-D-Ala; lo cual reduce la unién con la
vancomicina (Woodford et al., 1995).



E.gallinarum también presenta actividad DD-dipeptidasa y DD-carboxipeptidasa,
las cuales son las encargadas de suprimir la sintesis de los precursores normales del
peptidoglicdn. Aunque las posiciones de los genes que codifican para estas enzimas no se
encuentran todavia determinadas, se ha observado que al inactivar el gen vanC, éstas otras
actividades no son detectadas. Lo anterior sugiere que la transcripcion de estos genes debe
estar ligada con la transcripcion de vanC (Woodford et al., 1995).

Las bases bioquimicas de los fenotipos VanC expresados por E. casseliflavus y E.
flavescens, vanC-2 y vanC-3 respectivamente, son todavia desconocidas (Woodford et al.,
1995).

En 1991 se describi6 un nuevo gen de resitencia, designado vanD. Este fue
presentado por cepas de E. faecium. De acuerdo con la secuenciacion parcial del gen Que
codifica para la ligasa, se determin6 que existen semejanzas entre el gen vanD y los genes
vanA y vanB. El gen vanD aparentemente se encuentra localizado dentro del cromosoma
bacteriano y no se ha observado hasta el momento transferencia hacia otros Enterococcus
(Cetinkaya et al., 2000).

El gen vanE ha sido recientemente descrito en E. faecalis BM4405. Este fenotipo
se caracteriza por bajos niveles de resistencia a la vancomicina, con MIC de 16 pg/ml, y
susceptibilidad a la teicoplanina. Presenta similitud con el gen vanC (55% de homologia)
mas que con vanA (45%), vanB (43%) o vanD (44%) (Cetinkaya et al., 2000).

Existen ademas algunas cepas de Enferococcus dependientes de vancomicina,
derivadas de los fenotipos VanA o VanB . Se sugiere que estas cepas son incapaces de
producir la ligasa codificada por el gen ddl, ubicado en el cromosoma bacteriano. Con la
presencia de vancomicina se da la induccion de la enzima D-Ala-D-lactato ligasa,
codificada por vand o vanB, de manera que puede darse la sintesis de los precursores del
peptidoglicAn (Woodford et al., 1995). '

La presencia de los fenotipos de resistencia VanA y VanB representan un riesgo
para la salud piblica, no solamente por las pocas opciones terapeuticas que quedan al darse

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



sino también porque representan un riesgo para la aparicion de resistencia a la vancomicina
en otras bacterias Gram positivas. In 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 Streptococcus viridans y S. pyogenes, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus. Ha sido demostrado la transferencia de los
genes de resistencia a S.aqureus, tanto in vitro como en la piel de ratones. De esta manera
surge la preocupacion de que la transferencia en seres humanos bajo condiciones naturales
podria ocurrir (Cetinkaya er al., 2000). Por otra parte, genes de resistencia a la
vancomicina han sido encontrados en aislamientos de microorganismos que no pertenecen
al género Enterococcus. Una secuencia genética similar a vanB, la cual ha sido designada
vanB3, ha sido reportada en Streptococcus bovis (Certinkaya et al., 2000).

Debido a la importancia clinica de bacterias resistentes a la vancomicina, es
importante investigar sobre la presencia de reservorios en la naturaleza. Debido a la alta
sospecha que se presenta en Europa sobre la funcién de la carne cruda como reservorio, se
hace fundamental el andlisis de este tipo de productos en nuestro pais con el fin de
determinar si constituyen o no una fuente de riesgo para la transmision de estos genes de

resistencia.
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Objetivos

Objetivo General

e Estudiar la presencia de Enterococcus vancomicina resistentes en piezas de pollo para

consumo humano.

Objetivos Especificos

e Estandarizar un método de laboratorio para el aislamiento de cepas de Enterococcus
vancomicina resistentes a partir de alimentos no cocinados.

e Realizar el aislamiento de cepas de Enterococcus vancomicina resistentes en piezas de

pollos de abastecimientos comerciales.

¢ Determinar la concentracién minima inhibitoria de vancomicina correspondiente a cada

una de las cepas de Enterococcus vancomicina resistentes aislados.



Materiales:

Materiales y Métodos

Medios de Cultivo

Agar Kanamicina-Esculina-Azida

Triptona

Extracto de levadura
NaCl

Citrato de Sodio

Esculina

Citrato férrico de Amonio
Azida de Sodio
Kanamicina

Agar

pH 7.0-7.2

Agua Peptonada Bufferizada

Triptona
NaCl
Na,HPO,
KH;PO,
pH 7.2

20.0 g/l

5.0 g
5.0 g/
1.0 g1
0.5 g/
0.5 g/

0.15 g/l
20 mg/l

20.0 g/l

10.0 g/
5.0 g/l
351
1.5g1
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Enterococcosel suplementado con vancomicina

¢ Digestion pancreatica de caseina 17.0 g/l
e Bilis 10.0 g/l
e NaCl 5.0 g/l
e Extracto de levadura 5.0g1
« Digestion péptica de tejido animal 3.0 g/l
e Esculina 1.0g1
¢ Citrato de Sodio 1.0g1
e Citrato férrico de Amonio 0.5g/1
¢ Azida de Sodio 0.25 gN
e Vancomicina 6 mg/l
e pH 69-73

Agar Infusién Cerebro-Corazén (AICC) con vancomicina

¢ Caldo Infusién Cerebro-Corazon 37.0 g/
e Agar 200 g1
e Vancomicina 6 mg/l

Caldo base pirpura de bromocresol con glucosa y 6.5% NaCl

e Extracto de carne 1.0 g/

e Peptona 100 g1
e NaCl 65.0 g/l
e Prpura de bromocresol 0015g1
e Glucosa 10.0 g/t
e pH 6.8-7.0

Agar bilis-esculina

e Extracto de carne 3.0g/1

12
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e Peptona 50g1
¢ Bilis 40.0 g/l
¢ Esculina 1.0g/
¢ Citrato férrico . 05g1
e Agar 15.0 g/l
e pH 7.0

Métodos:

Recoleccion de muestras

Se trabaj6 con muestras de piezas de pollo (muslos y alitas) de un peso minimo de
250 g, obtenidas de manera aleatoria, de cada una de las provincias del valle central. Se
trabajé 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 vancomicina resistentes
en productos alimenticios se sigui6 el protocolo que se describe a continuacion.

Se determiné el peso exacto de la (s) pieza (s) de pollo mediante una balanza. Una
vez determinado el peso exacto se depositd la (s) pieza (s) en una bolsa de Stomacher y se
agreg6 cantidades equivalentes de Agua Peptonada Bufferizada al 0.1%. Se masajearon
bien las piezas y se dejaron en incubacion a 35°C por un periodo de 18-24 horas.

Luego de pasar el periodo de incubacion, se traspas6 1 ml de cada uno de los caldos
a 9 ml de Enterococcosel suplementado con 6 ug/ml de vancomicina. Estos se dejaron en
incubacién a 37°C por un periodo de 2448 horas.
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A partir de los caldos positivos de Enterococcosel suplementado con vancomicina
(aquellos que presentaran un ennegrecimiento del medio), se ray6 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 realizd la tincién de
Gram. Las colonias de cocos Gram positivos se rayaron en placas de Agar Infusién
Cerebro Corazon suplementado con 6 ug/t de vancomicina y se incubé por 24-48 horas a
35°C.

A las colonias purificadas obtenidas en el AICC con vancomicina se les volvié a
realizar la tincién de Gram. Ademds, se les realizé la prueba de catalasa, hidrdlisis 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 Enterococcus

vancomicina resitentes.

Determinacién de la Concentracién Minima Inhibitoria

Se subcultivaron las cepas en placas de Agar Sangre sin antibi6ticos y se incubaron
a 35°C por un periodo de 18 horas. Posteriormente se realizaron suspensiones de cada una
de las cepas al 0.5 Mc Farland en Solucién Salina Estéril. Posteriormente se realizé una
dilucién de 1/100 de cada una de las suspensiones.

Por ultimo, se sembraron 10ul de las diluciones en placas de Agar Infusién Cerebro
Corazon con un volumen de 24 ml y con distintas concentraciones de vancomicina. Las
concentraciones de vancomicina utilizadas fueron 0,2, 4, 8 16, 32, 64, 128, 256 y 512
pg/ml. Luego se incubaron a 35°C por 24 horas y se determiné la Concentracion Minima
Inhibitoria como la primera de las concentraciones de vancomicina a la cual no se
presentaba crecimiento.

Se utiliz6 como control sensible a vancomicina la cepa 322 y como control
resistente la cepa ATCC 51299 de E. faecalis
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Resultados

Se recolectaron 32 piezas de pollo de diferentes establecimientos comerciales
distribuidos de la siguiente manera:

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

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo Peso (g)
Al ~ LaDespensa Propokodusa 278
A2 Agencia As de Oros As de Oros 266
A3 Super Pollo # 6 As de Oros 260
A4 Distribuidora Arroqui Pollos Tio Pepe 285
AS Distribuidora La Barrita Pipasa 269
A6 Agencia As de Oros As de Oros 265
A7 Distribuidora Pipasa Pipasa 253
A8 Agencia As de Oros As de Oros 295
A9 Mas por Menos Suave 268

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

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

SI1 La Preferida Suave 328
SJ2 Distribuidora Pipasa Pipasa 310
Si3 El Corral Pollos Tio Pepe 283
SJ4 Super Pollo # 2 As de Oros 275
SJ5 Tramo La Catalina Pollos Tio Pepe 333
SJ6 Automercado Suave 292
SJ7 Abastecedor El Mercado  Pipasa 312
SJ8 Agencia Pipasa Pipasa 255

SJ9 El Planeta Azul Pipasa 345
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SJ10 Megasuper As de Oros 291
SJit Carmniceria La Criolla Pollos Tio Pepe 267
SJ12 Super ave Suave 284

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

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo Peso (g)
H1 Hipermas Suave 326
H2 Mas por Menos Suave 262
H3 Agencia Pipasa Pipasa 318
H4 Distribuidora San Martin ~ Pipasa 288
HS Distribuidora ~ Hermanos As de Oros 255
Alpizar
H6 ~ Periféricos Pollos Tio Pepe 274

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

No. de muestra Establecimiento comercial Distribuidora de pollo Peso (g)
Ci Megasuper As de Oros 294
C2 Supercarnes Montecillos Pipasa 255
C3 Distribuidora La Amistad  Pipasa 340
C4 Distribuidora San Martin  Suave 330
Cs Altamar Pipasa 295

Del total de muestras analizadas, el 34.4% eran distribuidas a los abastecimientos
comerciales por la distribuidora de pollo Pipasa, un 25% por As de Oros, un 21.9% por
Suave, un 15.6% por Pollos Tio 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 pug/ml de vancomicina. Se encontraron

distribuidas de la siguiente manera; en Alajuela de 9 muestras 6 se consideraron positivas
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(66%), en Heredia 4 de 6 muestras fueron positivas (66%), en San José lo fueron 10 de 12
muestras analizadas (83%) y en Cartago 4 de 5 muestras analizadas (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%), S8 una MIC de 16 pg/ml (80.6%), 3 una MIC de
32 pg/ml (4.1%), 2 una MIC de 64 pg/ml (2.8%), 1 una MIC de 128 ug/ml (1.4%) y 1 una
MIC de 512 pg/ml (1.4%); como pﬁede observarse en el cuadro 5 y en la figura 1.

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

Cepa MIC (ug/ml) Cepa MIC (pug/ml)
A41 8 SJi.1 16
A43 16 SJ1.4 16
Ad4 8 SJ2.1 16
A45 16 SJ2.2 16
A46 16 SJ2.5 64
A53 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
A73 16 SJ5.1 16
A7.4B 16 SJ5.2 16
A82 32 SJ5.3 16
A9.1 16 SJ6.2 16
A93 16 SJ6.3 16
H.32A 8 SJ7.1 16
H13 16 $J7.2 16
H3.1 16 SJ7.3 16

A7.2 16 SJ7.4 16
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Figura 1. Distribucion de las MIC obtenidas de las muestras positivas
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De acuerdo con las MIC obtenidas, 65 cepas se consideraron como Enterococcus de
sensibilidad intermedia a la vancomicina, puesto que sus MIC se encontraban entre 4-32
pug/ml.  Solamente 7 cepas (9.7%) se consideraron como Enterococcus vancomicina
resistentes puesto que sus MIC eran mayores o iguales a 32 ug/ml.

De estas 7 cepas de Enterococcus vancomicina resistentes, 3 de ellas provenian de
San José, 2 de Alajuela, 1 de Heredia y otra de Cartago. Cuatro de las cuales eran
distribuidos por Pipasa, 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 imtermedia a la vancomicina en pollos de abastecimientos comerciales
distribuidos por Pollos Tio Pepe y Suave, sin embargo no se aislaron Enterococcus
vancomicina resistentes en piezas de pollo de estas distribuidoras. En la distribuidora
Propokodusa no se aislé ninguna cepa de Enterococcus vancomicina resistente ni de
susceptibilidad intermedia.
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Discusion

Hoy en dia, los enterococos se constituyen como uno de los mayores problemas de
infecciones nosocomiales y comunitarias en el ambito mundial. Se les puede aislar de un
amplio rango de hospederos, asi como de una serie de sitios anatomicos, en donde pueden o
no estar causando patologia, por lo que su dispersion 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 (Woodford ez al., 1995).

Se ha informado de aislamientos de Enferococcus resistentes a vancomicina
alrededor del mundo, incluyendo Bélgica, Francia, Alemania, Italia, Reino Unido y Estados
Unidos de América. El primer brote nosocomial por VRE se reporté en Reino Unido a
finales de La década de 1980 y el numero de hospitales afectados se ha incrementado
recientemente. En los Estados Unidos de América el aumento en la prevalencia de VRE
también se ha evidenciado ultimamente (Woodford et al., 1995).

En nuestro pais, la presencia de Enterococcus vancomicina resistentes se demostro
por primera vez por medio de un estudio realizado en el Hospital Nacional de Nifios con
pacientes de menos de un dia de internamiento donde se encontré una colonizacion
intestinal de 1.9% (Jiménez et al., 1998). Este hallazgo motivo a la bisqueda de posibles
fuentes extrahospitalarias como posible reservorio de EVR (Hernandez et al., 2000).

A nivel europeo las cames son consideradas como posibles reservorios de EVR. La
came de pollo se considera como un reservorio importante debido a las malas practicas
durante el proceso de esviscerado. Esto por cuanto en la mayoria de los casos se realiza de
-manera mecanica adaptado al peso y tamaiio estindar de un pollo promedio, por lo que
generalmente durante esta etapa se produce la ruptura del intestino del ave con la
consecuente contaminacion 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 buscé un método para estandarizar el

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



21

enriquecidos para el aislamiento de Enterococcus, y a su vez selectivos para el resto de
bacterias, principalmente las enterobacterias que se espera se¢ encuentren en grandes
cantidades en este tipo de alimentos.

El primer paso para el aislamiento, constd en una incubacion de la pieza en Agua
Peptonada Bufferizada, esto a manera de preenriquecimiento, ya que las piezas de pollo
normalmente se encuentran refrigeradas o congeladas y puede producirse el deterioro de las
bacterias presentes en el alimento. La incubaciéon con Enterococcosel y vancomicina,
resulta en un paso de enriquecimiento selectivo, por la presencia no sélo del antibiético de
accion contra la mayoria de las bacterias Gram positivas, sino también por la presencia 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 para el aislamiento
de Enterococcus vancomicina resistentes, ya que inhibe el crecimiento de Escherichia coli,
S. aureus, Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus vancomicina sensibles entre otros
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 Kanamicina-Esculina-Azida. Este medio resulta
selectivo por la presencia de kanamicina y azida de sodio con accion contra Gram
negativos. La temperatura a la cual se incubd (43°C) resulta a su vez un parametro
selectivo para el crecimiento de la mayoria de bacterias Gram positivas como Gram
negativas. La presencia de esculina hace de éste un medio diferencial puesto que permite la
diferenciacion de bacterias capaces o no de hidrolizarla.

En una investigacion realizada por Alpizar y Pacheco se logré demostrar un
porcentaje de positividad de un 14.0% de VRE obtenidos del contenido intestinal
directamente de la cloaca de pollos (Alpizar et al, 1999) Asi mismo, se realizd
posteriormente una investigacion del contenido intestinal de bovinos y porcinos,
obteniéndose porcentajes de positividad de 14.6% y 11.1% respectivamente (Hernirdez et
al., 2000).
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Si se realiza una comparacion con los resultados obtenidos en la investigacion
realizada por Alpizar 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 investigacion,
el cual fue de un 75%. Asi mismo, la mayoria de las cepas aisladas en el estudio de Alpizar
y Pacheco presentaron alta resistencia a la vancomicina con MIC superiores a 512 ug/ml,
mientras que la mayoria de las cepas aisladas en esta investigacion presemtaron baja
resistencia a la vancomicina con MIC de 16 pug/ml. Estas diferencias pueden explicarse
desde diversos puntos.

Como primero, tenemos que los métodos utilizados para el aislamiento de
Enterococcus vancomicina resistentes fueron diferentes en ambos estudios. En el caso del
estudio de Alpizar y Pacheco, consistio en el rayado directo de la muestra a placas con
AICC suplementado con vancomicina. En la presente investigacion la muestra se procesé
utilizando diferentes medios de enriquecimiento selectivo para Enterococcus, por lo que el
aumento de la ocurrencia podria explicarse de acuerdo a un mayor enriquecimiento de la
muestra.

Por 1ltimo no se conocen con exactitud las cifras de avoparcina utilizadas en 1998,
que fue el afio en el cual se realizaron los muestreos para la investigacion realizada por
Alpizar y Pacheco; ni las cifras utilizadas en el afio 2001, fecha en la cual se llevé a cabo el
muestreo de la presente investigacion. Es conocido que el abolir el uso de la avoparcina
como promotor de crecimiento animal disminuye drasticamente el nimero de Enterococcus
con altos niveles de resistencia a la vancomicina en animales de granja. Las diferencias en
cuanto a los niveles de resistencia de estos dos estudios pueden deberse a una disminucion
en el uso de este glicopéptido como promotor de crecimiento animal.

Por ejemplo, estudios realizados por Aarestrup y colaboradores en Dinamarca, en
donde la prohibiciéon del uso de la avoparcina como promotor de crecimiento se dio en el
aflo 1995; indican una disminucion significativa del porcentaje de EVR aislados a partir del
afio siguiente. En esta investigacion, se reporta en animales de granja un porcentaje de
enterococos resistentes de un 72.7% en 1995. Para 1996 este porcentaje habia disminuido a
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42.5%, en 1997 fue de 20.8% y continudé disminuyendo en 1998 donde fue de 8.4%, en

1999 se present6 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 abolicion de la avoparcina sobre ¢l porcentaje de VRE

En cuanto a las cepas aisladas, 65 de ellas presentaron MIC de 8-16 pg/ml. 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 VanA, puesto que
presentan un alto nivel de resistencia a la vancomicina, y ademds en nuestro pais atn no se
han aislado cepas de fenotipo VanB, que es el otro fenotipo que exhibe un patrén de
resistencia de mediano a alto. Las otras 5 cepas restantes presentan MIC de 32-64 pug/mly
pueden coincidir tanto con el fenotipo VanA como VanC. Tipicamente los Enterococcus

vancomicina resistentes del fenotipo VanA corresponden a las especies E.faecalis y
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E.faecium, con MIC muy elevadas. Sin embargo, debido a que este tipo de fenotipo de
resistencia es transferible, se han aislado Enterococcus de fenotipo VanA en otras especies,
incluyendo en E.avium, para las cuales los niveles de resistencia son inferiores de manera
que expresan MIC de 32-64 ug/ml (Harwood et al., 2001).
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Conclusiones

Se logré demostrar la presencia de Enterococcus 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 animal es efectivo.

Se puede concluir que la ocurrencia de Enterococcus vancomicina resistentes en piezas
de pollo de abastecimientos comerciales es de un 75%.

Se determiné que solamente un 9.7% de los aislamientos realizados presentan niveles

altos de resistencia a la vancomicina.
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