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RESUMEN

La incidencia de resistencias a agentes antimicrobianos en alimentos es una 
preocupación de la que ya se ha hecho eco la Autoridad Europea de Seguridad Ali-
mentaria (EFSA). Dado que los enterococos están presentes con gran frecuencia en 
alimentos y son considerados como un reservorio de elementos genéticos transmi-
sibles implicados en la diseminación de resistencias, hemos estudiado la incidencia 
de resistencia a diferentes antimicrobianos en una colección de cepas procedentes 
de queso, carne, pescado, y marisco. Los resultados obtenidos indican una elevada 
incidencia de resistencias a antimicrobianos en cepas de enterococos procedentes de 
queso y carne, siendo también frecuente la presencia de cepas multirresistentes. Por 
el contrario, las cepas de enterococos procedentes de pescado y marisco presentan 
una frecuencia menor de resistencia a antimicrobianos.

INTRODUCCIÓN

Los enterococos son cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, catalasa 
negativos y la mayoría aglutinan con anticuerpos específi cos para el grupo D de 
Lancefi eld. Debido a estas características, durante largo tiempo se los consideró como 
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pertenecientes al género Streptococcus; sin embargo, los estudios genéticos marcaron 
claras diferencias con este género, por lo cual a partir de la década de 1980 los en-
terococos se constituyeron como un nuevo género llamado Enterococcus e integrado 
por 40 especies (tabla 1). Estos microorganismos constituyen un grupo microbiano de 
interés dentro de las bacterias lácticas (BAL) colonizando numerosos nichos ecológicos 
debido a su elevada resistencia a condiciones ambientales adversas y constituyendo 
una parte esencial de la microbiota intestinal de animales y personas, siendo los cocos 
Gram-positivos más abundantes en humanos (1,2). Por ello, han sido considerados 
como comensales inocuos o bien con bajo potencial patogénico. Sin embargo, esta 
percepción ha sido cuestionada con frecuencia en las últimas décadas debido al 
incremento de su incidencia en las infecciones hospitalarias, así como de su resis-
tencia a los antibióticos (3). Es ya un hecho que los enterococos se encuentran entre 
los principales agentes causantes de infecciones nosocomiales, estando implicados 
con mayor frecuencia en infecciones del tracto urinario, endocarditis, infecciones de 
heridas quirúrgicas, y bacteremia (4). Por todo ello, los enterococos han pasado de ser 
meros comensales de la microbiota intestinal del hombre y de estar ocasionalmente 
implicados en infecciones, a ser considerados un patógeno nosocomial de primer 
orden con una importancia creciente. Las 2 especies principales causantes de infec-
ción enterocócica son Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium. Históricamente, las 
infecciones por E. faecalis representaban el 80–90%, mientras que las infecciones por 
E. faecium representaban el 5–10 % del total; sin embargo, actualmente la proporción 
de aislamientos de E. faecium ha aumentado respecto a E. faecalis y se sitúa entorno 
del 22,2% (5). Además el género Enterococcus representa un desafío terapéutico de-
bido a su resistencia intrínseca (de carácter cromosómico y no transferible) a varios 
antibióticos (tabla 2). La ampicilina y la vancomicina son los tratamientos estándar 
para los enterococos sensibles. La combinación de ampicilina o vancomicina con un 
aminoglucósido es necesaria para alcanzar actividad bactericida para el tratamiento de 
infecciones enterocócicas graves. Además de la resistencia intrínseca, poseen una gran 
capacidad de adquisición de otros mecanismos de resistencia y de genes de virulencia, 
por transferencia de plásmidos o transposones conjugativos, intercambio cromosó-
mico o mutaciones (tabla 2). Es de especial importancia la adquisición de alto nivel 
de resistencia a aminoglucósidos, así como a penicilina, ampicilina o glucopéptidos. 
Este se presenta, actualmente, como el gran problema de resistencia emergente en este 
género, particularmente en E. faecium. Se han descrito siete genotipos de resistencia 
a glicopéptidos denominados vanA a vanG, de los cuales hasta el momento sólo dos 
(vanA y vanB) tienen impacto clínico por su capacidad de transferencia entre especies 
y géneros diferentes (6, 7). Las infecciones por enterococos resistentes a la vancomicina 
(ERV) se producen casi exclusivamente a nivel hospitalario.
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El carácter de los enterococos como patógenos oportunistas contrasta con su 
presencia en numerosos tipos de alimentos, especialmente los de origen animal, 
donde llegan como parte de la contaminación cruzada a partir del tracto digestivo 
y el ambiente. Otro factor adicional que contribuye a la presencia de enterococos en 
alimentos es la elevada capacidad de esta bacteria para soportar condiciones am-
bientales adversas y proliferar en sustratos ricos en proteínas y otros nutrientes de 
origen animal. Todo ello hace que los enterococos lleguen a desempeñar un papel 
importante en determinados alimentos, como son muchos tipos de quesos de la región 
Mediterránea. No obstante, y debido a su potencial patógeno, los enterococos no están 
incluidos entre los grupos de bacterias lácticas consideradas como “presuntamente 
seguras” por la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA). Por consiguien-
te, el riesgo potencial de las cepas de enterococos presentes en un determinado tipo 
de alimento debe ser estudiado de forma particular, determinando como riesgo no 
sólo la presencia de factores de virulencia, sino también la capacidad de actuar como 
transmisores de genes de resistencia a antimicrobianos.

El objetivo de este trabajo ha sido determinar la incidencia de resistencia a anti-
microbianos en poblaciones de enterococos poco estudiadas hasta la fecha en alimen-
tos tales como queso, carne, pescado y mariscos. También es importante establecer 
relaciones entre los diferentes habitats, la presencia de enterococos, y la frecuencia 
de cepas multirresistentes a antimicrobianos.

Tabla 1. Especies descritas dentro del género Enterococcus.

Especie Especie
Enterococcus faecalis (8) Enterococcus haemoperoxidus (21)
Enterococcus faecium (8) Enterococcus moraviensis (21)
Enterococcus durans (9) Enterococcus porcinus (22)
Enterococcus malodoratus (9) Enterococcus ratti (22)
Enterococcus avium (9) Enterococcus villorum (23)
Enterococcus casselifl avus (9) Enterococcus gilvus (24)
Enterococcus gallinarum (9) Enterococcus pallens (24)
Enterococcus hirae (10) Enterococcus canis (25)
Enterococcus mundtii (11) Enterococcus phoeniculicola (26)
Enterococcus cecorum (12) Enterococcus hermanniensis (27)
Enterococcus pseudoavium (13) Enterococcus italicus (28)
Enterococcus raffi nosus (13) Enterococcus saccharominimus (29)
Enterococcus solitarius (13) Enterococcus aquimarinus (30)
Enterococcus saccharolyticus (14) Enterococcus canintestini (31)
Enterococcus dispar (15) Enterococcus devriesei (32)
Enterococcus seriolicida (16) Enterococcus caccae (33)
Enterococcus sulfureus (17) Enterococcus silesiacus (34)
Enterococcus fl avescens (18) Enterococcus termitis (34)
Enterococcus columbae (19) Enterococcus camelliae (35)
Enterococcus asini (20) Enterococcus thailandicus (36)
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Tabla 2. Resistencia intrínseca y adquirida de Enterococcus a los antibióticos.

Resistencia intrínseca Resistencia adquirida
Bajo nivel a betalactámicos: penicilina,

ampicilina y piperacilina

Cefalosporinas

Penicilinas resistentes a penicilinasas:

oxacilina, dicloxacilina

Clindamicina

Trimetoprim/sulfametoxazol

Bajo nivel a aminoglucósidos

Resistencia de alto nivel a betalactámicos

Resistencia de alto nivel a 
aminoglucósidos

Glicopéptidos

Eritromicina

Tetraciclinas

Fluorquinolonas

Rifampicina

Cloranfenicol

Rifampicina

Nitrofurantoína

MATERIAL Y MÉTODOS

Aislamiento de las diferentes cepas de Enterococcus

Preparación de las muestras. Las diferentes muestras de alimentos fueron deposi-
tadas en bolsas de polipropileno estériles bajo condiciones asépticas, y adicionadas 
de nueve partes de diluyente estéril (NaCl al 0,85% en agua destilada) por cada parte 
de muestra. Las mezclas fueron homogeneizadas en un triturador de alimentos mo-
delo Stomacher 400 durante 60 segundos a una velocidad intermedia, obteniéndose 
de este modo las suspensiones madre para los diferentes alimentos. A partir de las 
suspensiones de alimento se transfi rieron 0,5 ml a tubos que contenían 4,5 ml de 
medio selectivo de Rothe, que fueron posteriormente incubados a 37ºC durante 24 
h. A partir de los tubos donde se había obtenido crecimiento, se transfi rieron 50 μl 
a un tubo que contenía 2 ml de medio de Litsky. Tras 24 h de incubación a 37ºC se 
observó la presencia de crecimiento, que aparecía depositado en el fondo y con una 
coloración violeta-azulada.
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Los cultivos positivos obtenidos en este segundo medio fueron diseminados, 
mediante asa de siembra, en placas que contenían agar de Slanetz-Bartley. Tras 24 h 
de incubación a 37ºC se aislaron aquellas colonias que mostraban un color rosáceo o 
rojizo, y se sembraron en tubos en pico de fl auta para su posterior estudio.

Identifi cación de las cepas aisladas mediante la reacción en cadena de la Polime-
rasa (PCR)

 Para la extracción de ADN se empleó el método descrito por De Los Reyes-
Gavilan et al. (37). La determinación de la concentración de ADN se llevó a cabo 
mediante medida de la absorbancia, siguiendo el método descrito por Sambrook et 
al. (38). Para identifi car las cepas aisladas mediante PCR se emplearon los cebadores 
adecuados (E1 E2 para E. faecalis, y F1 F2 para E. faecium). Para la identifi cación de las 
cepas aisladas mediante secuenciación del ADN 16S se empleo el método descrito 
por Cibik et al. (39).

Determinación de la sensibilidad a antibióticos

Este ensayo se realizó empleando galerías ATB ENTEROC 5 (BioMérieux), que 
permiten determinar la sensibilidad a un total de 14 antibióticos en medio semi-sólido 
(Tabla 3). Los microorganismos a analizar fueron cultivados en medio MRS o BHI 
durante 6-8 horas a 37ºC (hasta alcanzar una densidad celular aproximada de 0,5 
según la escala de MacFarland). A partir de dichos cultivos se adicionaron 200 μl al 
vial de medio ATB S (suministrado por el fabricante). La mezcla fue homogeneizada 
mediante una pipeta estéril, evitando la formación de burbujas. La suspensión obte-
nida en medio ATB S fue utilizada para la inoculación de la galería, a razón de 135 μl 
por cada cúpula (alrededor de 5x105 bacterias/cúpula). Tras 18-24 horas de incubación, 
se realizó la lectura del crecimiento de forma visual observando la turbidez. 

Tabla 3. Concentración de los distintos antibióticos utilizados.

Abreviatura Antibiótico Concentración (mg/l)
PEE Penicilina 8
AMPE Ampicilina 8
ERY Eritromicina 0,5-4
TET Tetraciclina 4-8
CMP Cloranfenicol 8-16
RFA Rifampicina 1-2
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CIP Ciprofl oxacina 1-2
LVX Levofl oxacina 2-4
VAN Vancomicina 4-16
TEC Teicoplanina 8-16
FUR Nitrofurantoína 32-64
GEH Gentamicina 500
STH Estreptomicina 1000
QDA Quinupristina-Dalfopristina 1-2

RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los enterococos han atraído una gran atención en los últimos años como una 
causa importante de infecciones nosocomiales debido al aumento de su resistencia a 
gran variedad de agentes antimicrobianos. En este estudio se determinó la incidencia 
de la presencia de resistencia a antibióticos en cepas de enterococos aisladas de pes-
cado, mariscos, queso y carne. En relación al estudio de la presencia de enterococos 
en diferentes tipos de pescado y mariscos crudos adquiridos en supermercados, la 
mayoría de las muestras positivas para enterococos correspondieron a fi letes de pes-
cado, encontrándose también algunos aislados en almejas y en intestino de pescado. 
Todos los aislados fueron identifi cados como E. faecium. Hay escasos trabajos sobre 
la incidencia de enterococos en pescado y mariscos, aunque, E. faecium parece ser la 
especie predominante (40, 41, 42). 

Respecto a la sensibilidad a antibióticos, la mitad de las cepas de E. faecium fue-
ron resistentes a nitrofurantoína, un tercio a eritromicina y rifampicina, y en menores 
proporciones a quinupristina/dalfopristina, ciprofl oxacina y levofl oxacina (fi gura 1). 
Ninguno de los aislados ensayados mostró resistencia a ampicilina, penicilina, tetra-
ciclina, cloranfenicol, vancomicina, teicoplanina, gentamicina o estreptomicina. Un 
aislado fue resistente a eritromicina, nitrofurantoína y quinupristina/dalfopristina. Se 
detectó resistencia simultánea a eritromicina y nitrofurantoína en varios aislados. Por 
el contrario, ninguna cepa mostró resistencia a vancomicina, aunque otros estudios 
han detectado enterococos resistentes a vancomicina en mariscos (43).

La resistencia a antibióticos detectada en enterococos procedentes de pescado 
y mariscos del presente estudio suscita preguntas sobre el origen de los genes de re-
sistencia. Como es bien sabido, los enterococos son intrínsecamente resistentes a un 
amplio rango de agentes antimicrobianos; esto ha limitado siempre las opciones de 
tratamiento frente a estos organismos. A causa del aumento mundial de la incidencia 
de los enterococos como patógenos en infecciones nosocomiales, los antimicrobianos 
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han sido utilizados en mayor frecuencia en hospitales. Además, los mismos agentes 
antimicrobianos se han utilizado ampliamente como promotores de crecimiento en 
la cría de animales, por tanto, los enterococos han adquirido genes de resistencia (en 
plásmidos o transposones) procedentes de otros organismos, o mediante mutaciones 
espontáneas que les confi eren un nivel añadido de resistencia. Es posible que bacterias 
fecales resistentes a antibióticos de aguas residuales domésticas vertidas al mar puedan 
transferir sus determinantes de resistencia a antibióticos a la microbiota autóctona de 
pescado, provocando su diseminación y prevalencia en el ambiente marino. Sewart 
y Koditschek (44) observaron que la resistencia a β-lactámicos podía ser debida a 
la diseminación de plásmidos con resistencia a antibióticos en el ambiente marino. 
La diseminación de caracteres de resistencia a antibióticos en acuicultura es de una 
preocupación considerable (45, 46). Recientemente, se ha visto que los plásmidos 
de resistencia a antibióticos pKL10018 del patógeno de pescado Lactococcus garviae 
y pRE25 de E. faecalis (aislado de embutidos) son altamente homólogos y tienen un 
amplio rango de hospedador, lo cual hace que pudieran diseminar en su entorno 
elementos genéticos móviles que contengan genes de resistencia a antibióticos (47).

En cuanto a las cepas aisladas de queso y carne los resultados obtenidos indi-
caron perfi les de resistencia bastante diferentes entre las diferentes cepas aisladas 
(fi gura 1). Los enterococos aislados revelaron una elevada incidencia de resistencia 
a rifampicina, ciprofl oxacina, levofl oxacina y nitrofurantoina en este último, siendo 
solo dos aislados sensibles a todos los antibióticos probados. 

La incidencia de resistencia a tetraciclina y eritromicina en los aislados de carne 
fue bastante superior que en los aislados de queso. Los plásmidos y transposones 
portadores de resistencia a eritromicina son frecuentes en enterococos (48). La resis-
tencia a tetraciclina ha sido observada con frecuencia entre enterococos aislados de 
diferentes fuentes (49, 50, 51), habiéndose descrito varios mecanismos de resistencia, 
incluyendo bombas de exporte [tet(K), tet(L)], proteínas de protección ribosómica 
[tet(M), tet(O), tet(S)], y otros [tet(U)] (52). La resistencia mediada por tet(M) fue 
descrita como la más frecuente (49), ya que este determinante podía ser diseminado 
mediante transposones del tipo Tn916. Sin embargo, en un estudio más reciente el 
determinante más frecuente responsable de la resistencia a tetraciclina fue tet(L) 
(52). Los determinantes genéticos responsables de la resistencia a tetraciclina en los 
aislados correspondientes al presente estudio deben ser estudiados, a fi n de evaluar 
su transmisibilidad mediante elementos genéticos móviles.

Otro antibiótico de interés, debido a su importancia clínica, es la vancomicina. 
En el presente trabajo, una cepas de E. faecalis aislada de carne y dos de E. faecium 
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Figura 1. Incidencia de la resistencia a antimicrobianos en cepas de
 E. faecalis y E. faecium aisladas de alimentos (queso, carne, pescado y marisco).

aisladas de queso mostraron resistencia a vancomicina, solo las dos cepas de E. fae-
cium mostraron también resistencia a teicoplanina. Un estudio reciente sugiere que el 
fenotipo predominante de resistencia a vancomicina (VanA) tanto en aislados clínicos 
de humanos y animales, como en aislados lácteos, no ocurre por diseminación clonal 
de cepas resistentes, sino más bien por transferencia del gen vanA mediante elementos 
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genéticos transponibles, como el Tn1546 (53). Esto podría ser, probablemente, el caso 
de las tres cepas de enterococos resistentes a vancomicina aisladas de alimentos.

Todas las cepas de enterococos aisladas de queso y carne (tanto de E. faecalis como 
de E. faecium) fueron sensibles a ampicilina, penicilina, gentamicina y cloranfenicol. 
Algunos aislados mostraron resistencias múltiples, como por ejemplo la resistencia a 
eritromicina, rifampicina, ciprofl oxacina, levofl oxacina, nitrofurantoina, furantoinina 
y quinupristina/dalfopristina en E. faecalis. Un aislado resistente a vancomicina, fue 
también resistente a eritromicina, tetraciclina, rifampicina, estreptomicina y quinu-
pristina/dalfopristina. 

En conclusión, la incidencia de resistencias a antimicrobianos en cepas de 
enterococos procedentes de queso y carne es elevada, siendo también frecuente la 
presencia de cepas multirresistentes. Las cepas de enterococos procedentes de pes-
cado y marisco presentan una frecuencia menor de resistencia a antimicrobianos. 
Sin embargo, pensamos que el riesgo de los enterococos debe ser interpretado como 
una suma de varios factores de virulencia así como de resistencia a antimicrobianos. 
Por esta razón, es muy importante realizar otros estudios para analizar el número de 
factores de virulencia encontrados por cada cepa.
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