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Resumen

Este trabajo tuvo como objetivo investigar la presencia de factores de viru-
lencia, resistencia a antimicrobianos y metales pesados en 97 enterococos
aislados de alimentos de origen animal. Se realizaron pruebas fenotipicas
y genotipicas para la identificacion a nivel de especie de los enterococos
recuperados. Se identificaron 67 aislados como Enterococcus faecium, 9
como Enterococcus faecalis, 3 como Enterococcus durans, 2 como En-
terococcus hirae y 1 como Enterococcus raffinosus. En 15 aislados no
se logré su confirmacién a nivel de especie por métodos fenotipicos ni
genotipicos. La produccion de exopolisacaridos fue el factor de virulencia
mas frecuente y se detectd en 46 enterococos, mientras que 19 exhibieron
actividad gelatinasa y solo uno presentd beta-hemdlisis. El estudio de la
concentracion inhibitoria minima (CIM) revel6 que 29 aislados resultaron
resistentes a vancomicina (232 pg/mL) y 26 de ellos también eran resis-
tentes a teicoplanina (=32 pg/mL). Del total de aislamientos, 21 presenta-
ron resistencia a tetraciclina (=16 ug/mL) y solo 3 exhibieron resistencia a
la ampicilina (=16 pg/mL). La prueba en agar revel6 que 90 cepas resulta-
ron resistentes al zinc (=212 mM) mientras que todas exhibieron resistencia
intermedia al cobre (4-12 mM). Los alimentos de origen animal actian
como reservorios de cepas de Enterococcus spp. que expresan factores
de virulencia y resistencia a los antimicrobianos y a metales pesados. La
implementacion de una vigilancia continua en enterococos aislados de ali-
mentos de origen animal es esencial para la salud humana.
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Virulence factors, antimicrobials and heavy metals resis-
tance in Enterococcus spp. isolates from food of animal
origin

Abstract

This study was aimed at investigating the presence of virulence factors, an-
timicrobial and heavy metals resistance in 97 isolated enterococci from food
of animal origin. Phenotypic and genotypic tests for species-level identifi-
cation of the recovered isolates were carried out. This resulted in the iden-
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tification of 67 strains as Enterococcus faecium, 9 as Enterococcus faecalis, 3 as Enterococcus durans, 2
as Enterococcus hirae and 1 as Enterococcus raffinosus. In 15 isolates, their confirmation at species level
was neither achieved by phenotypic nor by genotypic methods. Exopolysaccharides production was the most
frequent virulence factor and was detected in 46 isolates, while 19 displayed gelatinase activity, and only one
resulted beta-hemolytic. Minimum inhibitory concentration (MIC) study revealed that 29 isolates were vanco-
mycin-resistant (=32 ug/mL), 26 of them were also resistant to teicoplanin (=32 pg/mL). On the other hand, of
the total isolates, 21 exhibited resistance to tetracycline (>16 pug/mL) and only 3 enterococci exhibited resis-
tance to ampicillin (>16 ug/mL). Agar plates test revealed that 90 strains were resistant to zinc (>12 mM)
while all exhibited intermediate copper resistance (4-12 mM). Foods of animal origin act as a reservoir of
Enterococcus spp. strains, expressing virulence factors, and resistance to antimicrobials and heavy metals.
Therefore, the implementation of continuous surveillance in enterococci isolated from food of animal origin
is essential to human health.

Keywords: Enterococcus; Virulence; Zinc

Fatores de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e metais pesados em Entero-
coccus spp. isolados de alimentos de origem animal

Resumo

O objetivo deste trabalho foi investigar a presenca de fatores de viruléncia, resisténcia a antimicrobianos e
metais pesados em 97 enterococos isolados de alimentos de origem animal. Foram realizadas provas fenoti-
picas e genotipicas para a identificagdo no nivel de espécie dos enterococos recuperados. Foram identifica-
dos 67 isolados como Enterococcus faecium, 9 de Enterococcus faecalis, 3 de Enterococcus durans, 2 como
Enterococcus hirae e 1 como Enterococcus raffinosus. Em 15 isolados, sua confirmagdo em nivel de espécie
ndo foi alcangada por métodos fenotipicos e/ou genotipicos. A produgéo de exopolissacarideos foi o fator de
viruléncia mais frequente e se detectou em 46 enterococos, enquanto que 19 apresentaram atividade de
gelatinase e somente um apresentou beta-hemdlise. O estudo da concentragdo inibitéria minima (CIM) re-
velou que 29 isolados eram resistentes a vancomicina (232 pug/mL), e 26 deles foram também resistentes a
teicoplanina (=32 pug/mL). Pelo contrdrio, da quantidade total de isolamentos, somente 21 apresentaram re-
sisténcia a tetraciclina (=16 pg/mL) e apenas 3 cepas apresentaram resisténcia a ampicilina (=16 ug/mL).
A prova em agar revelou que 90 cepas eram resistentes ao zinco (=12 mM), enquanto que todas mostraram
resisténcia intermedidria ao cobre (4-12 mM). Os alimentos de origem animal atuam como reservatdrios de
cepas de Enterococcus spp. 0s quais expressam fatores de viruléncia, e resisténcia aos antimicrobianos e
a metais pesados. A implementagdo de uma vigilancia continua em enterococos isolados de alimentos de
origem animal é essencial para a satide dos humanos.

Palavras-chave: Enterococcus; Viruléncia; Zinco

Introduccién

El género Enterococcus integra la microbiota habitual
del tracto gastrointestinal de los mamiferos, pero puede
también colonizar otros habitats como agua, suelo, plan-
tas y alimentos fermentados de origen vegetal y animal
(1) (2). Ademas, pueden estar presentes en alimentos
crudos (leche y carne) a través del contenido intestinal
de los propios animales o por contaminacion ambiental.

Dentro del género Enterococcus se encuentran aisla-
dos que pueden tener efectos beneficiosos en los ali-
mentos, ya que presentan actividad antimicrobiana o
colaboran en los procesos de fermentacion (3). Estos
microorganismos no son reconocidos como seguros
(GRAS, del inglés generally recognized as safe), sin embar-
go, a algunas especies se las utiliza como probioticos
para animales y seres humanos (4).
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Existen numerosos estudios que han demostrado un
aumento de enterococos resistentes a multiples antimi-
crobianos, particularmente a vancomicina y a teicopla-
nina (2) (5) (6). Otra particularidad de este género es
su plasticidad genética, demostrada por su capacidad
de adquirir y/o transferir genes de resistencia a anti-
microbianos y factores de virulencia, mediante plasmi-
dos y transposones, entre otros (7). Los determinantes
genéticos que han adquirido algunas especies de ente-
rococos, han incrementado la posibilidad de generar
infeccién por medio de la produccion de toxinas citoli-
ticas, gelatinasa, sustancia de agregacion, proteinas de
superficie, etc. (2).

En la cria intensiva de animales, se usan antibiéticos
en dosis subterapéuticas y/o metales pesados (cobre
y zinc), como promotores del crecimiento con el pro-
posito de acelerar su desarrollo y el rendimiento de la



produccion (8) (9). Los enterococos y las enterobacte-
rias son microorganismos comensales, habitantes nor-
males de la microbiota intestinal de animales de cria.
Se utilizan con frecuencia como indicadores biol6gicos
en programas de vigilancia y seguimiento, porque pro-
porcionan informacién sobre el posible reservorio de
genes de resistencia a los agentes antimicrobianos (10).
El género Enterococcus resulta de especial interés, debi-
do a su naturaleza ubicua, su capacidad de sobrevivir a
condiciones extremas de pH y salinidad y su resistencia
a tratamientos térmicos como los empleados en la ela-
boracion de quesos (1).

El uso de antimicrobianos en medicina veterinaria
ejerce una presion selectiva, por la cual se generan bac-
terias multirresistentes. Estas pueden propagarse a los
seres humanos, ya sea por contacto directo con anima-
les como por el consumo de productos alimenticios de-
rivados de ellos (10).

En la Argentina, desde hace unos anos se han co-
menzado a estudiar las resistencias a los antimicrobia-
nos (RAM) y los factores de virulencia en enterococos
de origen alimentario (11) (12) (13) (14). Sin embar-
go, es escasa la informacion sobre la resistencia a meta-
les pesados (MP) utilizados en la cria de animales y sus
alimentos derivados. En consecuencia, el propésito del
presente trabajo fue estudiar la presencia de factores de
virulencia, RAM y MP en aislados del género Enterococcus
provenientes de alimentos de origen animal.

Materiales y Métodos

Aislamiento y seleccion de enterococos

Se procesaron muestras de alimentos lacteos (n=52
quesos vacunos y n=15 quesos ovinos) y carnicos (n=63).
Las muestras de origen carnico correspondieron a fiam-
bres chacinados: embutidos frescos (n=25), embutidos
cocidos (n=16), todos de origen industrial y embutidos
secos (n=22) de origen industrial y artesanal. Todas las
muestras se recolectaron en establecimientos comercia-
les de la ciudad de Trelew, provincia del Chubut, Argen-
tina, desde marzo a septiembre de 2019.

Se peso 1 g de cada muestra en condiciones de esteri-
lidad y éstas se transfirieron a un recipiente plastico estéril
con tapa a rosca de cierre hermético. Luego se ajustaron
a un volumen final de 10 mL utilizando como diluyente
agua peptonada estéril (1,5% p/v). Se agregé Tween 80
(1,0%) para favorecer la disolucién de la materia grasa
presente y se homogeneizaron mediante vortex. Cada
muestra enriquecida en agua peptonada se conservé du-
rante 12 h (35 °C) y una alicuota de 0,1 mL se extendi6
sobre placas de agar bilis esculina (Merck, Alemania) su-
plementado con acido nalidixico (20 pg/mL) y nistatina
(10 pg/mL). Después de 48 h de incubacién a 35 °C
en aerobiosis, se efectud la coloracion de Gram de las
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colonias compatibles con enterococos y se realizaron las
pruebas de catalasa y oxidasa y actividad de pirrolidonil
aminopeptidasa (Pyr-A-Enterococo ®, Britania, Argenti-
na). Posteriormente los aislados se conservaron por dupli-
cado a -30 °C en caldo tripteina de soya (TS) (Britania,
Argentina) y glicerol 10% (v/v) hasta su identificacién.

Identificacién fenotipica

La caracterizacion fenotipica a nivel de género y es-
pecie se realiz6 en cada aislado presuntivo de Enterococ-
cus spp. Las pruebas bioquimicas convencionales reali-
zadas incluyeron la produccion de pigmento en agar,
la hidrolisis de arginina y el estudio de fermentacion
de hidratos de carbono, como arabinosa, metil-o-D-
glucopiranésido, manitol, melizitosa, rafinosa, ribosa,
sacarosa, sorbitol y sorbosa.

Identificacion molecular mediante PCR

Luego de la identificaciéon fenotipica, los enteroco-
cos se incubaron a 35 °C durante 12 h en caldo TS, se
centrifugaron a 12 000 g durante 5 min y el ADN se ex-
trajo utilizando un equipo comercial de purificacion Wi-
zard Genomics, Promega (Madison, Wisconsin, EE.UU.).

Para la identificacion de especie se utilizé el proto-
colo descripto por Jackson et al. (15) basado en la am-
plificacion del gen sodA que codifica para la superoxi-
do dismutasa, mientras que para la identificacion de
género se utilizaron cebadores para el rRNA 16S (r7s)
descripto por Kariyama et al. (16) como un control in-
terno de PCR. Como controles se utilizaron las cepas
de referencia Enterococcus faecalis ATCC 29212 y Entero-
coccus faecium ATCC 19434, y las cepas pertenecientes a
nuestro cepario: Enlerococcus hirae Tw463 (MH588158)
y Enterococcus durans S22 (FJ892743). En cada ensayo se
incluyé un control negativo que contenia todos los re-
activos excepto el ADN.

La reaccion se llevo a cabo en un termociclador Mas-
tercycler® (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). La electrofo-
resis de los productos de la amplificacion genética se rea-
1iz6 en gel de agarosa al 1,8%, a 70 V durante 1 h en bujfer
TAE (Tris, acido acético, EDTA, pH 8). Para calcular los
tamanos moleculares de los productos de amplificacion
se utiliz6 un marcador de 100-1000 pb (Inbio Highway).
Luego de finalizada la corrida, el gel se colocé durante 20
min en una solucion de buffer TAE y bromuro de etidio
de 0,5 pg/mL; posteriormente se lo visualizé con luz UV
en un transiluminador, se fotografi6 y se archivé.

Ensayo de actividad hemolitica y gelatinasa

La produccion de hemolisinas de los enterococos se
evalué en agar cerebro-corazén suplementado con 5%
(v/v) de sangre humana desfibrinada. Las placas se in-
cubaron a 35 °C durante 48 h, en acrobiosis. La presen-
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cia o ausencia de zonas claras alrededor de las colonias
se interpret6 como beta-hemolisis o gamma-hemolisis
respectivamente.

Para evaluar la actividad de gelatinasa se utiliz6 el
ensayo propuesto por Kanemitsu et al. (17), mediante
placas de agar TS suplementado con 0,8% (m/v) de ge-
latina. Las placas se incubaron durante 48 h a 35 °Cy
se revelaron con una solucién de acido tricloroacético
al 20% (v/v). La aparicién de zonas claras alrededor de
las siembras se consider6 como resultado positivo.

Produccién de exopolisacaridos

La produccion de exopolisacaridos (EPS) se evaluo
de manera cualitativa en agar infusién cerebro corazén
adicionado con sacarosa 50 g/Ly 0,8 g/L de rojo Con-
go. Las placas se incubaron a 35 °C durante 24 h. Se
interpret6 como resultado positivo la coloraciéon negra
de las colonias (18).

Sensibilidad a antimicrobianos

Con todos los enterococos aislados se determiné la
concentracion inhibitoria minima (CIM) de ampicili-
na, teicoplanina, tetraciclina y vancomicina mediante el
método de dilucién en agar Mueller Hinton (Britania,
Argentina), segin las recomendaciones del Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI) para antimicrobianos
de uso humano (19). Las placas se incubaron durante
20-24 h a 35 °Cy se utiliz6 la cepa de E. faecalis ATCC
29212 como microorganismo de control. La CIM se de-
finié como la menor concentracion de antibidtico capaz
de producir la inhibicién completa del microorganismo.

Resistencia al cobre y al zinc

Los ensayos de sensibilidad al cobre y al zinc se lle-
varon a cabo por el método de diluciéon en agar pro-
puesto por Aarestrup y Hasman (20). Para tal fin, se
utiliz6 el agar Mueller Hinton, al cual se le adicionaron
concentraciones crecientes entre 2-28 mM de sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO,.5H,0) (Cicarelli Labo-

ratorios, Argentina) y entre 2-64 mM de sulfato de zinc
heptahidratado (ZnSO4.7H20) (Cicarelli Laboratorios,
Argentina). Las soluciones de cobre y zinc se prepara-
ron en agua destilada, se esterilizaron mediante filtra-
cién por membrana (0,22 pm) y se almacenaron a 4 °C
hasta su uso. Todas las placas se inocularon con 5 pL
de cultivos bacterianos ajustados al estandar 0,5 de la
escala de McFarland y se incubaron a 35 °C. Los resul-
tados se registraron a las 24 h y se reconfirmaron a las
48, segun la recomendacion de Hasman et al. (8). La
CIM se definié como la menor concentracion de metal
(cobre o zinc) que produjo la inhibicién completa del
microorganismo.

Resultados

En total se aislaron y conservaron 97 enterococos,
54 de los cuales provenian de muestras de quesos (11
de ovejay 43 de vaca) y 43 de alimentos carnicos (8 de
embutidos cocidos, 15 de embutidos secos y 20 de em-
butidos frescos). Mediante las pruebas bioquimicas, se
identificaron 70 enterococos como E. faecium, 9 como
E. faecalis, 6 como E. hirae, 3 como E. durans y uno
como E. raffinosus, mientras que no se logré la iden-
tificacion a nivel de especie de 8 aislados. Utilizando
los cebadores especificos para especie se observé una
concordancia del 100% para E. faecalis, E. durans y E.
raffinosus, del 95,7% para E. faecium, mientras que para
E. hirae el porcentaje resulté menor (33,3%). Ninguno
de los 8 enterococos no identificados por métodos fe-
notipicos pudo identificarse a través de la PCR. En 7
casos identificados por pruebas bioquimicas no pudo
confirmarse la especie por el método molecular (Ta-
bla I). En total, los enterococos no identificados por
PCR fueron 15.

La mayor prevalencia de los factores de virulencia es-
tudiados correspondi6 a la produccién de EPS, detecta-
da en 46 aislados, mientras que 19 exhibieron actividad
de gelatinasa y s6lo 1 result6é beta-hemolitico (Tabla I).

Los perfiles de resistencia a cuatro antimicrobia-
nos de los enterococos aislados se presentan en la

Tabla I. Origen de los enterococos aislados y sus factores de virulencia

Identificacion Identificacion Origen

fenotipica N genotipica Lacteo Carnico H e E
E. faecium 70 67/70 40 30 1/70 13/70 36/70
E. faecalis 9 9/9 3 6 0/9 6/9 3/9
E. hirae 6 2/6 4 2 0/6 0/6 5/6
E. durans 3 3/3 2 1 0/3 0/3 1/3
E. raffinosus 1 1/1 1 0 0/1 0/1 0/1
Enterococcus spp. 8 0/8 4 4 0/8 0/8 1/8

H: beta-hemoélisis; G: gelatinasa; E: exopolisacaridos.
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Tabla II. Sélo 3 resultaron resistentes a la ampicilina
(CIM=16 pg/mL), 29 resultaron resistentes a vanco-
micina (CIM=32 pg/mL), mientras que 26 de estos ul-
timos, ademas, presentaron resistencia a teicoplanina
(CIM=32 pg/mL). Del total de aislados, 20 exhibieron
resistencia a tetraciclina (CIM =16 pg/mL).

Mediante la técnica de dilucién en agar, todas las ce-
pas aisladas presentaron un patrén de resistencia inter-
medio al cobre (4-12 mM), mientras que 90 resultaron
resistentes a zinc (=12 mM). Para la determinacion de
enterococos resistentes y/o tolerantes a estos metales se
tomaron como referencia los puntos de corte propues-
tos por Hasman et al. (8) y Aarestrup y Hasman (20),
respectivamente (Tabla III).
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Discusion y Conclusiones

En el presente trabajo se caracterizaron fenotipica-
mente 97 enterococos provenientes de alimentos de
origen animal y se confirmé la identificacién geno-
tipica de 82 de ellos mediante cebadores especificos
para cada especie. Los resultados obtenidos revelaron
discrepancias en la identificacion de especies entre los
métodos fenotipicos y los genotipicos. Varios autores
han documentado una baja confiabilidad de las prue-
bas bioquimicas para reconocer ciertas especies de En-
terococcus, especialmente aquellas poco frecuentes (21).
Actualmente y a pesar de los avances tecnologicos con
la utilizacion de sistemas de identificacion microbiana

Tabla Il. Resistencia a cuatro antimicrobianos en enterococos aislados de alimentos

Antibistico N° de aislamientos y CIM (pg/mL) Resistencia
4 8 | 16 [ 32 n/N
Ampicilina®*
E. faecium 65 2 2167
E. faecails 0/9
E. durans 0/3
E. hirae 0/2
E. raffinosus 1 0/1
Enterococcus spp. 14 1 1/15
Teicoplanina®”
E. faecium 50 1 16 16/67
E. faecails 0/9
E. durans 1 1/3
E. hirae 0/2
E. raffinosus 1 0/1
Enterococcus spp. 6 9 9/15
Tetraciclina®”
E. faecium 43 11 13 13/67
E. faecails 3 3/9
E. durans 0/3
E. hirae 1 1/2
E. raffinosus 0/1
Enterococcus spp. 9 3 3 3/15
Vancomicinad”
E. faecium 47 1 19 19/67
E. faecails 8 1 0/9
E. durans 1 1/3
E. hirae 0/2
E. raffinosus 1 0/1
Enterococcus spp. 6 9 9/15

* Puntos de corte segin CLSI (19); 2<8: sensible, >16: resistente; ® <8: sensible, 16: intermedio, >32: resistente;
¢ <4: sensible, 8: intermedio, >16: resistente; ¢ <4: sensible, 8-16: intermedio, >32: resistente.
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completamente automatizados, persiste la controversia
en la identificacion a nivel de especie. Esta tecnologia
estd validada con mds de un 90% de confiabilidad so-
lamente en las especies mas frecuentes, E. faecalisy E.
faecium, recuperadas de muestras de origen clinico en
medicina humana (22).

Analizando las especies se observa que la mas frecuen-
te fue E. faectumy en menor proporcion E. faecalis, tanto
en alimentos carnicos como en los de origen lacteo (va-
cuno y ovino). Previamente, otros autores también fue-
ron coincidentes con estos hallazgos, ya que senalaron a
E. faecium como la mas frecuente, seguida por E. faecalis
(1) (23) (24). En la Argentina, en un estudio realizado
por Fontana et al. (13) en la ciudad de Tucuman se ais-
laron E. faecium (56%) y luego E. faecalis (17%) como
especies predominantes en embutidos secos. Marguet et
al. (14) también informaron la presencia de E. faecium
y E. faecalis en quesos ovinos artesanales elaborados en
el valle inferior del Rio Chubut. En el trabajo realizado
por Delpech et al. (11) la especie predominante fue E.
Jfaecalis, en alimentos carnicos y E. faecium en alimentos
lacteos artesanales de la provincia de Buenos Aires.

Por otra parte, en el presente trabajo, también se re-
cuperaron en menor proporcion otras especies como
E. durans, E. hiraey E. raffinosus, microorganismos habi-
tuales en alimentos fermentados de origen animal (3).

Este género bacteriano, especialmente la especie
E. faecalis, es utilizado como indicador de contamina-
ciéon ambiental de origen fecal (25); sin embargo, se
ha cuestionado su uso como indicador de higiene en la
elaboracion de alimentos (26). La resistencia de los en-

terococos a los procesos de pasteurizacion y posibilidad
de crecimiento en condiciones extremas de pH y salini-
dad, hacen posible que sean contaminantes habituales
en alimentos fermentados (1).

La gelatinasa es una metaloproteasa dependiente de
zinc (27), capaz de hidrolizar la insulina, la caseina, el
coldgeno, la gelatina y el fibrinégeno; ademas suminis-
tra nutrientes a la bacteria por degradacion del tejido
del hospedador. La actividad de gelatinasa es uno de los
factores de virulencia estudiados en el género Enterococ-
cus, tanto en aislados de origen clinico como en otros
provenientes de alimentos (2) (28). Al igual que en el
trabajo de Camargo et al. (29), en este estudio se deter-
miné su presencia en E. faecalis (6/9) y en E. faecium
(13/70) aislados de quesos vacunos y de las tres clases
de embutidos procesados; sin embargo, se diferencia de
lo hallado por Eaton y Gasson (28), quienes sélo la de-
tectaron en E. faecalis provenientes de alimentos.

La citolisina es una proteina hemolitica que promue-
ve la lisis de los eritrocitos, asi como también es bac-
tericida para otras bacterias gram positivas (30). Solo
un aislado de E. faecium resulto ser beta-hemolitico, en
concordancia con trabajos previos (2) (30) (31), donde
se observé una mayor frecuencia de este rasgo en cepas
de origen clinico, que en aquellas provenientes de ali-
mentos y/o animales.

Los componentes capsulares de polisacaridos juegan
un papel importante en el proceso de patogénesis y su-
pervivencia de los Enterococcus spp., tanto en el tracto
gastrointestinal como en el ambiente, puesto que pue-
den conferir resistencia a la fagocitosis y de esta manera

Tabla Ill. Resistencia al cobre y al zinc en enterococos aislados de alimentos

N° de aislamientos y CIM (mM) Resistencia
Metal pesado
2 | 4 | 8 | 1216 | 20| 24| 28] 32| 64 n/N

Cobre?

E. faecium 32 25 10 0/67

E. faecails 6 3 0/9

E. durans 1 1 0/3

E. hirae 2 0/2

E. raffinosus 1 01

Enterococcus spp. 9 4 2 0/15
Zinc®

E. faecium 3 6 25 15 18 64/67

E. faecails 9/9

E. durans 1 1 1 1/3

E. hirae 1 1 2/2

E. raffinosus 1 01

Enterococcus spp. 1 5 3 4 2 14/15

2 Puntos de corte seglin Hasman et al. (8); 2 <2: sensible, 4-24: intermedio, >28: resistente.

b Punto de corte segun Aarestrup y Hasman (20);°<4: sensible; >12: resistente.
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ayudar al microorganismo a evadir la respuesta inmu-
ne. También podria actuar como un elemento disuasivo
para los protozoos y los bacteriéfagos (31). La produc-
cion de exopolisacaridos se present6 en un alto porcen-
taje de aislados (47%), por lo que resulté ser un rasgo
ampliamente extendido en este grupo bacteriano. Sin
embargo, seria prematuro considerar a un microorga-
nismo como patégeno so6lo evaluando esta caracteristi-
ca fenotipica. En el futuro se deberia vincular esta ca-
racteristica con la presencia de proteinas de superficie
(esp) y sustancia de agregacion (agg), factores que pro-
mueven la colonizacién mediante la formacién de bio-
peliculas y juegan un rol en el intercambio de material
genético entre las células (2). El estudio de la presencia
de hemolisina, gelatinasa y produccion de sustancias de
adhesion en enterococos que integran la microbiota de
los alimentos presenta una relevancia significativa por
la posibilidad de su colonizacién en el tracto gastroin-
testinal humano vy el riesgo de intercambio génico con
la microbiota presente en ese sitio.

Los enterococos se caracterizan por presentar resis-
tencia intrinseca de grado variable a un gran nimero
de antibi6ticos; entre ellos se destacan los beta-lacta-
micos, aminoglucésidos, glucopéptidos, lincosamidas y
trimetoprima/sulfametoxazol (32).

En este estudio, se detectaron mediante diluciéon en
agar 29 enterococos provenientes de quesos vacunos, em-
butidos y fiambres resistentes a vancomicina (=32 pg/mlL)
(19 E. faecium, 1 E. duransy 15 aislados sin identificar), de
los cuales 26 también resultaron resistentes a teicoplanina
(=32 pg/mL), provenientes de quesos vacunos, embuti-
dos y fiambres. Estos resultados son coincidentes con los
reportados por diferentes autores en enterococos aislados
de alimentos de origen animal (11) (24) (33) (34).

En el futuro deberia corroborarse si la resistencia a
vancomicina observada en estos enterococos es debida
a marcadores de resistencia transferibles (VanA, VanB,
VanG, VanM) por la posibilidad de su intercambio ho-
rizontal hacia otras bacterias a través del mecanismo de
conjugacion bacteriana (7).

Los resultados obtenidos de resistencia a tetracicli-
na (=16 pg/mL), demuestran una mayor frecuencia en
cepas de origen carnico (16/43), si se las compara con
la de origen lacteo (4/54). La resistencia a tetraciclina
en bacterias aisladas de alimentos de origen animal, es-
pecialmente porcino, esta extendida debido al uso de
este antimicrobiano en medicina veterinaria para tratar
infecciones y como promotor del crecimiento (7) (31).

Aunque la tetraciclina no se utiliza con frecuencia
en clinica humana, resulta importante como factor de
seleccion, debido a que las cepas resistentes a este an-
timicrobiano se asocian a menudo con resistencias a
otros agentes (por ejemplo vancomicina y gentamici-
na) (6). Esta caracteristica se determiné en seis aisla-
dos de E. faecium, que ademas de la citada resistencia
exhibieron una CIM de vancomicina =32 pg/mL.
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Cabe destacar que ninguno de los aislados provenien-
tes de quesos ovinos (11/55) de elaboracién artesanal
resultaron resistentes a los antimicrobianos evaluados.

Las sales inorgdnicas de cobre y zinc son utilizadas con
frecuencia en la cria intensiva de cerdos y aves como pro-
motoras del crecimiento y, ademads, por su actividad anti-
microbiana (35). En este estudio se detect6 una elevada
frecuencia de resistencia al zinc (=12 mM) en los aisla-
dos, tanto de productos lacteos como carnicos; mientras
que la resistencia al cobre resulté intermedia (4-12 mM).
En Europa y América del Norte existen numerosos es-
tudios sobre resistencia al cobre/zinc y antimicrobianos
en cepas de Enlerococcus spp. provenientes del ambiente,
asi como de animales de cria y alimentos (20) (36) (37).
Como se ha mencionado anteriormente, en la Argentina
existen diversos trabajos sobre resistencia a antimicrobia-
mos y factores de virulencia en cepas de origen alimen-
tario (11) (12) (13) (14), pero hasta la fecha no se han
realizado estudios sobre la resistencia a metales como el
cobre y el zinc. La resistencia bacteriana a los MP tam-
bién es motivo de preocupacion, ya que estos genes con
frecuencia se encuentran en los mismos elementos mo-
viles que aquellos que confieren resistencia a los antibio-
ticos, aumentando de esta manera la posibilidad de una
seleccion cruzada (5).

Los enterococos son bacterias versatiles, ampliamen-
te distribuidas en el ambiente. La presion selectiva de
los antibidticos utilizados en medicina veterinaria y hu-
mana no afecta solamente a la viabilidad de la micro-
biota autéctona, sino que también promueve la trans-
ferencia de elementos que codifican resistencia a los
antimicrobianos. La posibilidad de transferencia génica
horizontal de determinantes de virulencia hacia ente-
rococos autoctonos del tracto gastrointestinal humano
realza la importancia de su deteccion en alimentos. La
resistencia a metales pesados podria ser un factor para
la coseleccion de resistencia a antimicrobianos en au-
sencia de una presion selectiva de antibiéticos.
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