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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue determinar el patron de
resistencia de cepas de Enterococcus aisladas de leche cruda
producida en el estado Zulia, positiva a la presencia de antibio-
ticos, frente a un grupo de antimicrobianos betalactamicos,
aminoglicésidos, fluoroquinolonas, macrdlidos, lincomicina y qui-
mioterapicos. En 200 muestras de leche se detect6 la presencia
de inhibidores microbianos por el método del cloruro de trifenilte-
trazolio, identificAndose los que eran antibiéticos con el método
del Disco Ensayo. Las 45 muestras positivas a la presencia de
antibidticos fueron sembradas en agar sangre humana con el fin
de aislar las cepas caracterizadas como cocos Gram positivos
por morfologia celular y tincion de Gram. La identificacion de es-
pecie se realiz6 con pruebas bioquimicas. Se aislaron 17 Entero-
coccus, siendo las especies: 7 E. avium, 4 E. faecium, 2 E. du-
rans, 2 E. faecalis, 1 E. solitarius y 1 E. raffinosus. Se realizaron
a las 17 cepas pruebas de susceptibilidad a 15 antimicrobianos a
través del método del disco de difusion en agar. Todas las espe-
cies mostraron resistencia mdultiple al menos a tres antibidticos.
E. avium fue la especie menos sensible al presentar resistencia a
12 de los 15 antimicrobianos, mientras que E. faecalis fue la es-
pecie menos resistente (3/15). El patron de resistencia en orden
descendente fue: penicilina, oxacilina, lincomicina, cefoxitin. Los
antibidticos mas efectivos fueron: imipenen, cefoperazone, amo-
xicilina/acido clavulanico y fosfomicina.

Palabras clave: Enterococcus, leche cruda, antibiéticos, resis-
tencia.

ABSTRACT

The objective of this research was to determine the antibiotic
resistance pattern of enterococci strains isolated from raw milk
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produced in Zulia state, positive to the presence of antibiotics,
against a group of antimicrobials: betalactamic, aminoglyco-
sides, fluoroquinolonas, macrolides, lincomycin and chemo-
therapic. The presence of microbial inhibitors was detected
among 200 samples of milk by the method of triphenyl tetra-
zolium chloride, identifying those that were antibiotics with the
AOAC disk assay method. 45 positive samples were streaked
in human blood agar. The strains were characterized as
Gram-positive cocci by cell morphology and Gram staining.
Those compatible with Enterococcus were identified with bio-
chemical tests. Antimicrobial susceptibility test to 15 agent was
performed through the agar diffusion disk method. A total of 17
enterococci strains were isolated: 7 E. avium, 4 E. faecium, 2
E. durans, 2 E. faecalis, 1 E. solitarius and 1 E. raffinosus. All
the isolated species showed multiple resistance. at least to
three antibiotics. E. avium was the most resistant specie,
showing resistance to 12 of 15 antimicrobials. E. faecalis was
the most sensitive (12/15). The resistance pattern in descen-
dent order was: penicillin, oxacillin, lincomycin, cefoxitin. The
most effective antibiotics were: imipenen, cefoperazone, amox-
illin/clavulanic acid and phosphomicin.

Key words: Enterococcus, raw milk, antibiotics, resistance.

INTRODUCCION

Desde hace més de 45 afios los antibidticos se han usa-
do para la prevencion y tratamiento de enfermedades infeccio-
sas en animales. Ademas del uso terapéutico, estos compues-
tos algunas veces son incorporados en alimentos concentra-
dos con el fin de promover el crecimiento animal al mejorar los
beneficios nutricionales, generando un problema de salud pu-
blica la posterior aparicion de sus residuos en los alimentos
derivados de los animales tratados [5, 14, 23].
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En el caso de la leche, las regulaciones internacionales
establecen que ésta debe estar libre de sustancias inhibitorias,
por ello en Estados Unidos de Norteamérica y en la Comuni-
dad Econémica Europea, la presencia de antibiéticos en leche
destinada para consumo humano es considerada ilegal, co-
mercializandose solo aquella que proviene de animales sin re-
ciente historia de terapia antimicrobiana y cuyo alimento se en-
cuentra libre de antibiéticos [17, 29].

En Venezuela es frecuente que la leche cruda se en-
cuentre contaminada con residuos de antimicrobianos, debido
a las pocas restricciones existentes en el uso de antibioticos
en las explotaciones bovinas, lo que se ha evidenciado en al-
gunas investigaciones realizadas en leche cruda producida en
el Estado Zulia, entidad donde se genera mas del 40% de la
produccion total nacional [9, 11, 26].

La presencia de residuos de antibidticos en leche tiene
una repercusion negativa debido a las reacciones de hipersen-
sibilidad que pueden provocar en algunos consumidores,
igualmente por propiciar el desarrollo de resistencia en micro-
organismos presentes en ella, al producir un efecto similar al
que se genera cuando un antimicrobiano es utilizado en dosis
subterapéuticas en el tratamiento de una infeccion [5, 18].

Los enterococos forman parte de la flora intestinal nor-
mal de humanos y animales; su presencia en leche es indicati-
vo de contaminacion fecal y reflejo de las condiciones higiéni-
co sanitarias de produccién y manejo, las cuales en nuestro
medio son generalmente muy deficientes [4, 10]. Situacion que
no ha limitado el empleo de la leche cruda en la elaboracion
de mas del 50% del total de queso blanco que se consume en
el pais. De hecho, muchos quesos producidos en el Estado
Zulia tienen recuentos de enterococos de alrededor de 1 x 10"
ufc/g de queso [12, 13, 20].

Muchos autores han atribuido a alimentos muy contami-
nados con enterococos casos y brotes de intoxicaciones ali-
mentarias; sin embargo, ha sido complicado demostrar su im-
plicacion, sugiriéndose una asociacion sinérgica con algun otro
microorganismo [18].

Ademas de la posibilidad de producir intoxicaciones ali-
mentarias, los enterococos han emergido como agentes im-
portantes de infecciones nosocomiales, siendo con frecuencia
resistentes a multiples antibiéticos, principalmente debido a la
transmisién extracromosomica o plasmidica a través de la mo-
dificacién de enzimas [6, 8].

Dicha resistencia generalmente provoca que el éxito de
la antibidtico terapia de infecciones enterocéccicas dependa
del efecto sinérgico de algunos antibiéticos, caracteristica que
ha sido reportada para cepas de enterococos aisladas de ali-
mentos, las que ademas son reconocidas como agentes pro-
pagadores de genes de resistencia a los antimicrobianos a tra-
vés de la cadena alimentaria [19, 24].

Esta investigacion fue realizada con el propdsito de de-
terminar la resistencia, frente a un grupo de antibiéticos, de
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enterococos aislados de leche cruda producida en el estado
Zulia, la cual es positiva a la prueba de deteccion de residuos
de antimicrobianos.

MATERIALES Y METODOS

Muestras de leche

Se recolectaron 200 muestras de leche cruda a nivel de
cantaras en receptorias ubicadas en El Laberinto, Machiques
de Perija y la Costa Oriental del Lago de Maracaibo, estado
Zulia-Venezuela. En envases de vidrio estériles se tomaron 25
mL de leche en forma aséptica, y se trasladaron bajo refrigera-
cion hasta el laboratorio de Ciencia y Tecnologia de la Leche
de la Facultad de Ciencias Veterinarias de La Universidad del
Zulia, en un tiempo no mayor de 2 horas.

Deteccion de residuos de antimicrobianos

Para detectar la presencia de inhibidores microbianos
fue utilizado el método del cloruro de trifeniltetrazolio (CTT)
(Nutritional Biochemicals Corporation, Cleveland, Ohio) [15], y
la prueba del Disco Ensayo (DE) (Difco Laboratories) propues-
to por la AOAC [1], utilizando Bacillus stearothermophilus va-
riedad calidolactis. Se consideraron muestras con residuos de
antimicrobianos aquellas que dieron resultado positivo a am-
bas pruebas.

Aislamiento e identificacion de las cepas bacterianas

Las muestras positivas al CTT y al DE se sembraron en
agar sangre humana y se incubaron a 37°C por 24 horas. A
las colonias se les realiz6 frotis y tincién de Gram, las cepas
caracterizadas como cocos Gram positivos compatibles con
enterococos se identificaron hasta especie con pruebas bio-
guimicas de acuerdo a lo propuesto en el manual de
Bergey [3].

Antibiogramas

Los microorganismos identificados como enterococos se
sembraron en caldo soya tripticasa (CST) y se incubaron a
37°C por 24 horas. El cultivo obtenido fue diluido con solucion
salina fisiolégica estéril hasta obtener una densidad equivalen-
te al estandar N° 0,5 de Mac Farland. Posteriormente, se apli-
c6 el método del Disco de Bauer y col. [2], utilizando discos
comerciales (BBL, DIFCO, OXOID) con las concentraciones
para los antimicrobianos sefialados en la TABLA I. Las placas
fueron incubadas a 37°C por 24 horas y el criterio de sensibili-
dad o resistencia a cada agente fue determinado segun las es-
pecificaciones del fabricante. Los resultados se presentan en
forma de graficos, como porcentajes de resistencia, para las
diferentes especies de enterococos encontradas.
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TABLA |
CONCENTRACION DE LOS ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS EN LA PRUEBA DE DIFUSION EN AGAR

Antimicrobiano

Contenido del disco

Betalactamicos
Penicilinas naturales

Penicilina G 10 unidades
Penicillina resistente a penicilinasa
Oxacilina 1lug
Carbapenem
Imipenem 10 ug
Inhibidores de betalactamasa
Amoxicilina/ac. Clavulanico
Cefalosporina de lera generacién 20/10 pg
Cefazolin
Cefalosporina de 2da generacion 30 ug
Cefoxitin
Cefalosporina de 3era generacion 30 pg
Cefoperazona 75 g
Aminoglicésido
Amikacina 30 Hg
Netromicina 30 ug
Tobramicina 1019
Fluoroquinolonas 5
Ciprofloxacina Hg
Macrolidos
Eritromicina
Lincosamidas 1519
Lincomicina
Otros 1hg
Triple sulfa
Fosfomicina Sloufq

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 200 muestras de leche cruda analizadas, 45 re-
sultaron positivas a la prueba de deteccion de residuos de an-
timicrobianos, y de éstas se aislaron 17 cepas del género En-
terococcus: 7 E. avium, 4 E. faecium, 2 E. durans, 2 E. faeca-
lis, 1 E. solitarius y 1 E. raffinosus.

En la FIG. 1 se muestran los resultados de los antibio-
gramas para los enterococos aislados de las muestras de le-
che. E. avium, especie encontrada frecuentemente en el intes-
tino del pollo, fue la de menor susceptibilidad al presentar re-
sistencia a 12 de los 15 antimicrobianos probados, seguida por
E. faecium con resistencia a 10, E. raffinosus a 7, E. durans y
E. solitarius a 5, y E. faecalis con resistencia a 3.

Susceptibilidad a Betalactamicos

Todas las cepas de enterococos aisladas fueron resis-
tentes a penicilina y oxacilina. Los enterococos han sido reco-
nocidos por su baja susceptibilidad a la penicilina, tanto para
cepas de origen humano como en las aisladas de leche. El
alto nivel de resistencia frente a este antibiético, no atribuible a
la produccion de p-lactamasa, ha sido asociado con sobrepro-

duccién y sustitucion de aminoéacidos en la PBP 5, una protei-
na ligadora con baja afinidad para penicilina [25].

Para la oxacilina, una penicilina resistente a la penicilina-
sa, se ha reportado una elevada resistencia por parte de los
enterococos [22], en concordancia con lo encontrado en la
presente investigacion. En medicina veterinaria este antibiético
es usado preferentemente contra estafilococos resistentes a la
penicilina, y también contra los estreptococos B-hemoliticos,
para quienes se reportan concentraciones minimas inhibitorias
de oxacilina muy inferiores a las del E. faecalis [16], especie
gue en este estudio presento resistencia solo a penicilina, oxa-
cilina y triple sulfa.

Las 17 cepas aisladas de enterococos fueron sensibles al
imipenen. Este antibiético B-lactamico, es el mas activo que se
dispone (in vitro) contra diversas bacterias, debido a su resis-
tencia a la hidrolisis por parte de casi todas las p-lactamasas.
En otros estudios han caracterizado a los enterococos como
sensibles a este antimicrobiano [21].

La combinacién de amoxicilina y acido clavulanico fue
efectiva contra todos los enterococos, con excepcién para E.
avium, especie donde el 20% de las cepas fueron resistentes.
Los inhibidores de B-lactamasa como el acido clavulanico se
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FIGURA 1. ANTIBIOGRAMAS DE ENTEROCOCCUS AISLADOS DE LECHE CRUDA.
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utilizan para ampliar el espectro de las penicilinas contra mi-
croorganismos productores de dicha enzima [16].

Con respecto a las cefalosporinas se encontré que algu-
nas cepas de E. avium y E. faecium fueron resistentes a las de
lera y 2da generacién, E. durans, E. raffinosus y E. solitarius lo
fueron solo frente a la de 2da generacién; mientras que E. faeca
lis fue sensible a las tres generaciones de cefalosporinas proba-
das. Las cefalosporinas de segunda generacion generalmente
son menos activas contra cocos Gram positivos que las de pri-
mera generacion [21], correspondiéndose esto con los resultados
encontrados. La sensibilidad de E. faecalis aisladas de leche
frente a cefalosporinas ha sido reportada en otro estudio [22].

Susceptibilidad a Aminoglucésidos

Las cepas de E. durans, E. faecalis y E. solitarius fue-
ron susceptibles a los tres aminoglucésidos ensayados (ami-
kacina, netromicina y tobramicina). Por su parte, E. raffinosus
fue resistente solo a amikacina, mientras que E. avium y E.
faecium fueron resistentes a los tres aminoglucdsidos. La re-
sistencia de los enterococos a los aminoglucésidos es atribui-
da a la produccién de enzimas inactivadoras mediadas por
plasmidos [7]. Los niveles de resistencia a este grupo de anti-
bidticos son més elevados en cepas de enterococos de ori-
gen humano que en las aisladas de muestras de leche [7, 8].

El desarrollo de resistencia a los aminoglucésidos por
parte de los enterococos ha sido reconocido como un serio
problema, al reducirse las opciones terapéuticas, por cuanto el
efecto sinergistico alcanzado con la combinaciéon de un beta-
lactamico o un glicopétido con un aminoglucdsido, que es ge-
neralmente efectivo en el tratamiento de infecciones entero-
céccicas severas, puede verse disminuido.

Susceptibilidad a Fluoroquinolonas

Solo la cepa aislada de E. raffinosus fue resistente a la
ciprofloxacina. Esta cepa ademas fue resistente a amikacina,
lo que concuerda con lo reportado en la literatura, donde se
sefiala que la resistencia a ciprofloxacina esti asociada a re-
sistencia con aminoglucoésidos [28].

Susceptibilidad a Macrolidos

E. faecalis y E. solitarius fueron sensibles a la eritromicina,
mientras que las otras especies presentaron resistencia. La eri-
tromicina pertenece al grupo de antibidticos activos preferente-
mente contra los microorganismos Gram positivos, sin embargo,
para cepas de enterococos aislados de humanos el uso de este
antibiético no esta justificado debido a los altos porcentajes de
resistencia [8]. También para el caso de cepas aisladas de leche
se reportan altos niveles de resistencia [7].

Susceptibilidad a Lincomicina

Frente a la lincomicina solo E. faecalis presentd suscep-
tibilidad, a pesar que algunos autores [27, 30], han reportado
moderada actividad de la lincomicina sobre los enterococos.

Susceptibilidad a Fosfomicinay Triple Sulfa

De estos dos antimicrobianos, la fosfomicina fue mas
efectiva, al encontrarse que solo el 40% de las cepas de E.
avium fueron resistentes, mientras que frente a triple sulfa fue-
ron sensibles solo E. durans y E. raffinosus. Las sulfas son
consideradas de amplio espectro y se espera una disminucién
de la resistencia a ellas por el poco uso que se les ha dado en
los dltimos afios.

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Las especies de enterococos aisladas de las muestras
de leche cruda contaminada con residuos de antimicrobianos
fueron; E. avium, E. faecium, E. durans, E. faecalis, E. solita-
rius y E. raffinosus.

E. avium fue la especie que presentd resistencia a ma-
yor nimero de antimicrobianos (12/15), mientras que E. faeca-
lis fue la menos resistente (3/15).

Los betalactdmicos mas efectivos contra los enterococos
aislados fueron el imipenen, la combinacion amoxicilina/acido
clavulanico y la cefalosporina de primera generacién cefazolin.

Las cepas de E. avium y E. faecium fueron resistentes a
los aminoglucésidos amikacina, netromicina y tobramicina.
Solo E. raffinosus fue resistente a la ciprofloxacina.

Todas las especies presentaron cepas resistentes a eri-
tromicina y lincomicina, a excepcion de E. solitarius para eritro-
micina y E. faecalis para ambos compuestos.

Ante la fosfomicina se encontré una mayor sensibilidad
de los enterococos que con respecto a la triple sulfa.

Por la probable transmision de cepas multirresistentes
al hombre a través de la ingestion de productos lacteos no
pasteurizados, se recomienda determinar el origen de las
cepas resistentes de enterococos aisladas de leche cruda,
asi como establecer la concentracion inhibitoria minima a
los aminoglucésidos y analizar los plasmidos asociados con
resistencia a éstos, debido a la importante aplicacion tera-
péutica en el tratamiento de infecciones producidas por en-
terococos.
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