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Resumen

Los enterococos estan ampliamente difundidos en la naturaleza. Son habitantes natura-
les del tracto intestinal de humanos y animales, por lo que es posible su ingreso a los ambientes
naturales, a través de las descargas de agua no tratadas. Estos microorganismos se aislan fre-
cuentemente en infecciones intrahospitalarias incrementando los factores de resistencia a an-
timicrobianos. En Venezuela, estudios referentes a la sensibilidad antimicrobiana en cepas de
enterococos procedentes de ambientes naturales son escasos. El objetivo de esta investigacién
fue determinar los patrones de resistencia de cepas de enterococos procedentes de agua, sedi-
mento y almejas. Las cepas de Enterococcus spp., fueron identificadas por técnicas convencio-
nales. Los patrones de resistencia a antibiéticos fueron evaluados utilizando la técnica de difu-
sion en disco, siguiendo las recomendaciones del CLSI, 2007. Los porcentajes mas elevados de
resistencia se presentaron a los antibiéticos estreptomicina (98%), rifampicina (75%) y genta-
micina (56%); seguido de una resistencia intermedia a la ciprofloxacina (60%) y la eritromicina
(55%). Para los antibitdticos primarios y selectivos (vancomicina, penicilina y ampicilina), la
sensibilidad se mantuvo por encima del 60%. Los resultados muestran altos porcentajes de ce-
pas resistentes a los antibidticos en el ambiente, indicando la posibilidad de que una parte de la
poblacién esta soportando la dosis activa de estas drogas.
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Antimicrobial resistance in Enterococcus strains isolated
from water, sediment and shellfish

Abstract

Enterococci are widely distributed in nature. Intestinal tract of humans and animals is the
natural habitat of these organisms. They can entry in natural environments through untreated
sewage water. These organisms are frequently isolated from hospital infection increasing anti-
biotic resistance factors. There is a little information available, in Venezuela, on the antibiotic
resistance in Enterococcus strain isolated from natural environments. The aim of this work
was, to determine the antibiotic resistance patterns in Enterococcus spp. Isolated from water,
sediment, and shellfish samples. Microorganisms were identified using conventional tech-
nigues. Antibiotic resistance was evaluated using the diffusion technique by the CLSI, 2007
recommendation. The highest level of resistance was shown to streptomycin (98%), rifampicine
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(75%), and gentamicin (56%); follow by low resistance of ciprofloxacin (60%), and erythromycin
(55%). For the primary and selective antibiotics (vancomycin, penicillin y ampicilline), sensibil-
ity was over 60%. Result showed high percentage of resistance Enterococcus strains in the envi-
ronment being related with the antibiotic used by the population.

Key words: antibiotic, enterococci, resistance, water, environment.

Introduccion

Los enterococos son bacterias esféricas
gue se agrupan en cadenas, comprenden
una gran variedad de especies con habitat
muy diverso (1, 2). A pesar de formar parte
de laflora intestinal de los individuos sanos,
durante las ultimas décadas, han sido con-
siderados como uno de los principales pato6-
genos nosocomiales en ascenso; una de las
caracteristicas notable de los enterococos es
la capacidad de sobrevivir y crecer en micro-
ambientes que pueden ser toxicos para mu-
chas bacterias en particular zonas con altas
concentraciones de sales (6,5% cloruro de
sodio), temperaturas extremas (10-45°C)
ademas de la habilidad que presentan en to-
lerar altas concentraciones de acidos (3).

Estos organismos comensales actuan
como patdgenos oportunistas. Aun cuando
son capaces de producir infecciones de ori-
gen comunitario, son mas comunes en in-
fecciones hospitalarias (4) y particularmen-
te en pacientes adultos de edades avanza-
das con enfermedades subyacentes graves y
en personas inmunocomprometidas que
han estado hospitalizadas por periodos pro-
longados (5).

En las décadas de 1970 y 1980 los en-
terococos se establecieron como importan-
tes agentes causales de infecciones nosoco-
miales y de esta forma dejaron de ser consi-
derados patégenos débiles. Actualmente,
son los segundos agentes mas frecuente-
mente recuperados, luego de Escherichia
coli, en infecciones del tracto urinario e in-
fecciones de heridas y son la tercera causa
de bacteriemias intrahospitalaria (6).

De las infecciones por Enterocuccus en
el hombre la mayoria son originadas por E.

faecalis (80 al 90%), seguido por E. faecium
(10 al 20%). Sin embargo, esta diferencia pa-
rece estar disminuyendo en los Ultimos afios
debido a la diseminacion hospitalaria de los
clones de E. faecium resistente a ciertos an-
tibidticos (6).

La trascendencia clinica de los entero-
cocos se debe fundamentalmente a su resis-
tencia intrinseca a un gran numero de anti-
bidticos y a su habilidad natural para adqui-
rir, acumular y compartir elementos extra-
cromosomales que codifican factores de vi-
rulencia o genes de resistencia a los agentes
antimicrobianos, dandoles de esta forma
ventajas para sobrevivir en condiciones inu-
suales de estrés ambiental (7). Estudios pre-
vios han sugerido la transmision de resis-
tencia entre enterococos aislados de anima-
les y humanos (8).

Silva y col. (2005), reportaron una alta
prevalencia de cepas de enterococos resis-
tentes a los aminoglucésidos aisladas de
aguas servidas en el Norte de Chile (9). De la
misma manera se ha reportado que el aporte
de cepas de enterococos provenientes de
aguas residuales contaminadas con dese-
chos fecales podria contribuir a la disemina-
cion de la resistencia a los antibioticos
(9-11).

Intrinsecamente los enterococos son
resistentes a un gran numero de antibioti-
cos incluyendo g-lactamicos, lincosamidas,
aminoglucosidos y trimetropim-sulfameto-
xazol y ademas presentan una gran capaci-
dad para adquirir nueva resistencia (12). De
forma natural son altamente resistentes a
las cefalosporinasy penicilinaresistente ala
penicilinasa, hecho que ha favorecido enor-
memente su seleccidn en los ambientes hos-
pitalarios. A diferencia de E. faecium, E. fae-
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calis es generalmente sensible a la penicili-
na y ampicilina (13).

El estudio de la resistencia a los anti-
bidticos en bacterias de origen ambiental se
hace importante ya que la vigilancia de la re-
sistencia a los antibiodticos se ha realizado,
en la mayoria de los casos, con microorga-
nismos aislados de muestras clinicas, sien-
do las bacterias de origen ambiental un po-
sible reservorio de genes codificadores de re-
sistencia, capaces de transferirlos horizon-
talmente a los microorganismos patdgenos
humanos que compartieran el mismo habi-
tat (14).

En los ultimos afios, los enterococos
han recibido una creciente atencion siendo
propuestos como indicadores alternativos
de contaminacion en las aguas estuarinas,
ya que pueden perdurar en ellas por un lap-
so de tiempo mayor en comparacién con
otras bacterias indicadoras (14, 15). Paises
como Canadd, Estados Unidos y de la region
europea actualmente, utilizan este microor-
ganismo como indicador de contaminacion
fecal en aguas naturales (16).

Estudios previos realizados en el siste-
ma del Lago de Maracaibo, ubicado en el es-
tado Zulia, Venezuela, han demostrado la
presencia de enterococos en cantidades va-
riables en el agua y otros componentes del
mismo, tales como: sedimentos, almejas,
agua y camarones (17).

En Venezuela, reportes previos han
evaluado la sensibilidad antimicrobiana en
cepas de enterococos aisladas de muestras
procedentes de pacientes hospitalizados y
de comunidades (18). Sin embargo, no se
tienen reportes en muestras aisladas del
ambiente, especificamente del Lago de Ma-
racaibo, en relacion a la sensibilidad a los
antimicrobianos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar los patrones de resisten-
cia a antibidticos en cepas de enterococos
aisladas de muestras de agua, sedimento y
almejas provenientes del Lago de Maracai-
bo.

Materiales y métodos

Area de estudio

Nazareth esta ubicado en San Rafael de
El Mojan, capital del municipio Mara, es
una playa que recibe numerosas descargas
de desechos; la misma se encuentra rodea-
da de palafitos y asentamientos urbanos y
rurales. Presenta un alto grado de pobreza,
hacinamiento, falta de servicios publicos y
educacion sanitaria (19). La Ciénaga de Los
Olivitos se encuentra ubicada en la parte
nor-oriental del estrecho del Lago de Mara-
caibo, al norte colinda con el Golfo de Vene-
zuela; al sur, con la poblacion de Ancon de
Iturre y por el este, con la via que conduce a
la poblacion de Quisiro y la poblacion de la
Boca del Palmar. Esta Gltima es un area pro-
tegida por el estado (20).

Muestras

Se recolectaron muestras de agua, se-
dimento y almejas por un periodo de cinco
meses comprendidos desde enero-mayo de
2007, con dos muestreos mensuales reco-
lectando un total de 10 muestras, cinco de la
zona de Nazareth municipio Mara, estado
Zulia y cinco muestras de aguas proceden-
tes de la Ciénaga de los “Olivitos”, municipio
Miranda, estado Zulia.

Las muestras de almejas fueron reco-
lectadas de forma manual y las de sedimen-
to utilizando un envase de vidrio; ambas
muestras fueron colocadas en bolsas plasti-
cas con cierre hermético. Las muestras de
agua, fueron recolectadas a 30cm de pro-
fundidad en frascos de vidrio de 1000 mL,
previamente esterilizados. Todas las mues-
tras fueron recolectadas aproximadamente
a 6 metros de la costa y colocadas en una
cava provista de hielo para su traslado al la-
boratorioy posterior analisis, en un lapso no
mayor a 6 h (21).

Preparacion de las muestras

Se extrajeron 25 g del contenido inter-
no de las almejas y se homogeneizaron, utili-
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zando una licuadora, a alta velocidad por 2
min, en 225 mL de agua peptonada al 0,1%
(p/Vv) (14), de igual forma se tomaron 25 g de
sedimento y se adicionaron en 225 mL de
agua peptonada (0,1%), homogeneizando la
muestra por agitacion manual durante 2
min (21).

Aislamiento de enterococos

Las muestras de agua, sedimento y al-
mejas fueron inoculadas en caldo azida dex-
trosa (Himedia, India) e incubadas por 24-
48 h a 37°C. Los tubos positivos (aparicion
de turbiedad en el medio), se sembraron en
medio agar KF (Himedia, India) y se incuba-
ron 24-48 h a 37°C. Las colonias aisladas
fueron inoculadas en agar infusion cerebro
corazén (AICC) (Himedia, India), incubadas
durante 18-24 h a 37°C y posteriormente en
caldo infusién cerebro corazén (Himedia, In-
dia) (CICC), incubado bajo las mismas con-
diciones.

Identificaciéon de enterococos

A partir del CICC se realizé una bioqui-
mica convencional para la identificacion de
Enterococcus spp (21,22).

Susceptibilidad a antimicrobianos

La susceptibilidad a los antibioticos es-
tudiados se realizé segun la técnica de difu-
sion por disco (20), utilizando los siguientes
antibidticos: ampicilina (30 pg) penicilina
(10unid), vancomicina (30 ug), gentamicina
(10 ug), cloranfenicol (30 ug), estreptomicina
(10 pg), eritromicina (15 pg), tetraciclina (30
Hg), rifampicina (5 pug), ciprofloxacina (5 ug),
levofloxacina (5 pg) y Nitrofurantoina (300
Q). Los halos de inhibicion fueron compara-
dos con los descritos para Enterococcus
spp., segun el CLSI, 2007.

Controles

Se utilizé una cepa control ATCC de En-
terococcus faecalis 29212 para la identifica-
cion de género y una de Staphylococcus au-
reus 25923 para la difusion en disco, la cual
es la sugerida por el CLSI, 2007.

Resultados y discusion

Se seleccionaron 25 cepas de Entero-
coccus spp., de cada una de las muestras es-
tudiadas (agua, sedimento y almeja de la
zona del Nazareth y agua de la Ciénaga de
los Olivitos) para un total de 100 cepas a
analizar.

Los porcentajes mas elevados de resis-
tencia se presentaron a la estreptomicina
(98%), rifampicina (75%) y gentamicina
(56%), seguido por la eritromicina (32%), ci-
profloxacina (26%) y tetraciclina con un
23% (tabla 1). Los valores de resistencia in-
termedia a este grupo de antibioticos oscila-
ron en un rango del 10 al 60% (tabla 1).

Reportes previos en muestras de pa-
cientes hospitalizados y provenientes de co-
munidades de Maracaibo, estado Zulia, de-
muestran una alta resistencia a la eritromi-
cina (95,24%), rifampicina (91,30%) y tetra-
ciclina (39,13%), en cepas de E. faecium. Por
su parte, para E. faecalis se report6 alta re-
sistencia para rifampicina (82%), tetracicli-
na (44%) y eritromicina (32%). No obstante
se encontrd una resistencia menor para la
penicilina con un 11,54% (18).

Estudios previos han reportado valores
altos de resistencia (>57%) a la eritromicina,
kanamicinay estreptomicina en cepas de E.
avium, E. raffinosus y E. faecium aisladas de
aguas costeras en el norte de Grecia (23).

De forma natural, los enterococos
muestran baja resistencia a antibioticos
como la estreptomicina, pudiendo pasar a
una resistencia de alto nivel de tipo adquiri-
da, por mutaciones ribosomales, especifica-
mente en los genes rstA los cuales son los
responsables de los altos niveles de resis-
tencia a este antibiotico (14). Es por esta ra-
zon, que el CLSI a partir del afio 2008, en su
boletin anual, propone la aplicacion de la es-
treptomicina en los enterococos con discos
de altas cargas o con la aplicacion sinérgica
de otro antibidtico (24, 25).

Los valores de resistencia registrados
para la gentamicina estuvieron por encima
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Tabla 1
Porcentajes de susceptibilidad de cepas de Enterococcus spp., aisladas del Lago de Maracaibo,
estado Zulia

Antibidtico R (%) RI (%) S (%)
Estreptomicina (15 ug) 98 2 0
Rifampicina (5 pg) 75 17 8
Gentamicina (15 pg) 56 21 23
Eritromicina (15 pg) 32 55 13
Ciprofloxacina (5 pg) 26 60 14
Tetraciclina (30 pg) 23 10 67
Penicilina (10unid) 12 0 88
Ampicilina (10 pg) 7 0 93
Vancomicina (30 pg) 3 9 88
Nitrofurantoina (30 pug) 2 6 92
Levofloxacina (5 pg) 1 24 75
Cloranfenicol (30 ug) 0 8 92

R=Resistencia. RI=Resistencia Intermedia. S=Susceptible.

del 50% (tabla 1); este antibidtico ejerce ma-
yor efecto en los enterococos cuando se apli-
ca en combinacion con otros tipos de dro-
gas. En paises como Argentina se han repor-
tado cepas de E. faeciumy E. faecalis con al-
tos valores de resistencia que superan el
40% en cepas aisladas del tracto urinario,
cavidad abdominal, heridas quirdrgicas,
absceso y pie diabético (26).

La alta resistencia encontrada a la es-
treptomicina y a la gentamicina, basica-
mente se debe a la adquisicion de marcado-
res de resistencia, los cuales se expresan
una vez que la cepa se somete consecutiva-
mente a la accidon de estos agentes antimi-
crobianos (26).

También se ha observado que algunos
enterococos producen enzimas que modifi-
can a los aminoglucésidos (gentamicina y
esteptomicina), no permitiendo su transpor-
te al interior de la célula, lo que les confiere
altos niveles de resistencia a los mismos.
Estas enzimas incluyen las adenil-transfe-
rasas de aminoglucdsidos (AAC, por su si-
glas en inglés) y las fosfotransferasas de

aminoglucosidos (ACC, por sus siglas in-
glés) (11).

Se encontré un alto porcentaje de ce-
pas Enterococcus spp., con resistencia inter-
media a la ciprofloxacina (60%) y la eritromi-
cina (55%) (tabla 1). Reportes indican que la
ciprofloxacina solo posee baja actividad so-
bre los enterococos y, por lo general, no son
bactericidas a la concentracion obtenida
con la dosis habitual, limitandose por tanto
su uso al tratamiento de infecciones urina-
rias (25). La resistencia intermedia a cipro-
floxacina ha sido asociada a la presencia de
las topoisomerasas Il y IV 0 a un sistema de
eflujo activo de la droga y puede estar codifi-
cada a nivel cromosomal y plasmidico (18).
La resistencia intermedia manifestada en
los enterococos frente a la eritromicina, fun-
damentalmente se debe a una metilacion o
modificacién de su sitio blanco en el riboso-
ma, lo cual esta mediado por los genes erm o
los genes msr A (25).

Se encontré una alta resistencia
(> 50%) a estreptomicina y rifampicina en
los enterococos aislados en todas las mues-
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tras analizadas (agua, sedimento y almejas)
(figura 1).

En otros paises de Latinoamérica como
en Peru, se han registrado cepas de Entero-
coccus resistentes a la rifampicina con valo-
res cercanos al 100%; aisladas de pacientes
que presentan diversas infecciones entero-
cocceicas (22).

Se encontrd, en todos los tipos de
muestras analizadas, alta sensibilidad a los
antibiodticos primarios y selectivos como la
ampicilina (93%), penicilina (92%), vanco-
micina (88%) y a los antibidticos suplemen-
tales como nitrofurantoina (92%), cloranfe-
nicol (92%) y levofloxacina (75%) (figura 1)
(tabla 1). Los resultados obtenidos coinci-
den con los reportados en muestras de ori-
gen humano en Venezuela (17, 21). Este ha-
llazgo demuestra la posibilidad de que existe
una relacion entre los enterococos aislados

120

100 4

ATB
Almejas Nazareth, municipio Mara.

en infecciones humanas y los encontrados
en el ambiente del sistema del Lago de Mara-
caibo. Otros paises como Uruguay, Argenti-
na y Brasil en cepas de enterococos han re-
portado valores de resistencia a antibioticos
selectivos y primarios (vancomicina, penici-
linay ampicilina), que superan el 40% (12).

Conclusiones

Enterococcus spp., soporta la dosis ac-
tiva de drogas como la estreptomicina, ri-
fampicina y gentamicina, ya que, tanto en
Nazareth como en los Olivitos se observaron
porcentajes de resistencia elevados para es-
tos tres agentes antimicrobianos. Los patro-
nes de sensibilidad a los antimicrobiana
fueron similares en ambas zonas, reportan-
dose altos valores en antibidticos primarios
y selectivos como la ampicilina, penicilinay
vancomicina para el género Enterococcus

120,
100

ATB

Sedimento Nazareth, municipio Mara.

%= porcentaje; ATB= antibitticos; R=resistente; I= intermedio; S= sensible; 1= ampicilina; 2= cloranfenicol; 3= ciprofloxacina; 4= estreptomi-
cina; 5= eritromicina; 6= gentamicina; 7= levofloxacina; 8= nitrifurantoina; 9= penicilina; 10=rifampicina; 11=tetraciclina; 12=vancomicina.

Figura 1. Porcentajes de sensibilidad antimicrobiana de cepas de Enterococcus spp., aislados de mues-

tras ambientales.
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spp. Los valores de resistencia y sensibili-
dad detectados en este estudio en las cepas
procedentes de muestras ambientales son
similares a los de reportados para cepas de
procedencia clinica, similitud que sugiere
una conexién estrecha entre ambos grupos
y una posible asociacion con un problema
de salud publica.
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