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Resumen

La resistencia a antibidticos en especies del género Enterococcus
ha sido un tema de preocupacién a nivel médico debido a los dife-
rentes patrones de resistencia y la diseminacién de cepas de este
género, especialmente en E. faecium y E. faecalis, lo cual compro-
mete el tratamiento de las infecciones causadas por los mismos. A
nivel ambiental poco son los reportes relacionados con los patro-
nes de resistencia y la presencia de bandas plasmidicas en cepas de
Enterococcus. El presente estudio tuvo como objetivo identificar
especies de Enterococcus aisladas del Sistema del Lago de Mara-
caibo y determinar los patrones de resistencia y la presencia de
bandas plasmidicas. Se identificaron las especies de Enterococcus
mediante pruebas bioquimicas convencionales, la determinacién
de resistencia a antibidticos se realizé por metodologia clinica es-
tableciday la extraccién del ADN plasmidico se llevd a cabo usando
el protocolo reportado en la literatura. Se demostré la prevalencia
de E. faecalis (65%) y E. casseliflavus (20%) mientras que E. faecium,
E. sanguinicola y Enterococcus spp. se identificaron en un 5% de las
muestras. Los valores mds elevados de resistencia del género Ente-
rococcus se presentaron a antibidticos suplementales tales como
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rifampicina (58%)y eritromicina (23%). El 75% de las cepas de Entero-
coccus spp. presentaron entre 1 a 3 bandas plasmidicas, con tama-
fios entre 25,32kb y 14,52kb. El estudio demuestra que la especie
con mayor prevalencia es microbiota propia del humano, indican-
do riesgo de contaminacidn fecal, asi mismo expresa resistencia
en ascenso en antibidticos de uso suplemental. La presencia de
bandas plasmidicas constituye una amenaza relacionada a la trans-
ferencia horizontal de genes, los cuales pueden contribuir a una
recirculacién de los mismos entre los microorganismos presentes
en el agua, los alimentos y los humanos.

Palabras clave: Enterococcus, contaminacion fecal, resistencia a anti-
bidticos, bandas plasmidicas, multiresistencia.

Species, Antibiotic Resistance and Plasmid
Band Detection in Enterococcus from Lake
Maracaibo, Venezuela.

Abstract

Antibiotic resistance in species of the Enterococcus genus has been
a topic of concern among doctors due to different resistance pat-
terns and the spread of strains from this genus, especially E. faecium
and E. faecalis, which compromise treatment of the infections they
cause. Environmental reports related to Enterococcus resistance
patterns and plasmid band presences are limited. This study aimed
to identify Enterococcus species isolated from the Lake Maracaibo
system and determine resistance patterns and the presence of plas-
mid bands. Enterococcus species were identified by conventional
biochemical tests; antibiotic sensitivity was determined by the disk
diffusion technique; and plasmid DNA was extracted using protocol
reported in the literature. The prevalence of E. faecalis (65%) and E.
casseliflavus (20%) was demonstrated, while E. faecium, E. sanguini-
cola and Enterococcus spp. were identified in 5% of the samples. En-
terococcus presented higher resistance values to supplemental anti-
biotics such as rifampicin (58%) and erythromycin (23%). Seventy five
percent of Enterococcus spp. strains presented between 1-3 plasmid
bands, with sizes ranging from 25.32 to 14.52 kb. The study shows
that the most prevalent species is characteristic of the human mi-
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crobiota, indicating risk of fecal contamination as well as expressing

increased resistance to supplemental antibiotics. The presence of

plasmid bands constitutes a threat related to horizontal gene trans-

fer, which can contribute to their recirculation among microorgan-

isms present in the water, food and humans.

Keywords: Enterococcus, fecal contamination, antibiotic resistance,
plasmid bands, multidrug resistance.

Introduccion

Los enterococos son habitantes naturales de la microbiota in-
testinal humana y de animales de sangre caliente, asi como de otros
ambientes naturales, tales como tierra, agua y alimentos (Facklam y
Texeira 2002). A nivel taxonédmico, estos microorganismos presentan
mas de veinte especies, las cuales se encuentran agrupadas en cinco
grupos que van del I al V (Byappanahalli et al. 2012). Desde el punto
de vista clinico, las especies aisladas con mayor frecuencia son Entero-
coccus faecalis (80-90%) y Enterococcus faecium (10-15%) (Togneri et al.
2005), presentandose otras especies tales como E. durans, E. avium, E.
rafinossus, E. gallinarum y E. casseliflavus (Murray et al. 2007).

En las ultimas décadas, los avances cientificos en relacién a la pa-
togenia de la infeccién enterocdccica, han demostrado dos formas para
adquirir un proceso infeccioso causado por Enterococcus spp: la via en-
ddégena (a través de la microbiota natural del paciente) y la via exdgena
(adquirido del ambiente); esta Ultima es de gran importancia debido a
la diseminacién de clones multiresistentes (Ruiz-Garbajosa et al. 2006).

Las infecciones causadas por los enterococos, se encuentran en-
tre las diez primeras infecciones intrahospitalarias y su emergencia se
relaciona al empleo de antimicrobianos de amplio espectro, uso de téc-
nicas terapéuticas invasivas, estancias hospitalarias prolongadas, ad-
quisicién de factores de virulencia y facil diseminacién en el ambiente
intra y extahospitalario (Sood et al. 2008).

Desde el punto de vista ambiental, los enterococos, se reportan
como indicadores de contaminacién fecal (Montiel et al. 2011, Silva et
al. 2011) en ambientes acuaticos a los cuales pueden llegar a través de
las descargas cloacales (Montiel et al. 2011, Sarcos y Botero 2005). La
presencia de los enterococos en ambientes extraintestinales, tales
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como el agua, alimentos y el aire pudiesen estar relacionados a la trans-
mision de estos microorganismos con produccion de enfermedades y
en especial con diseminacién de patrones de resistencia a antibidticos
(Baldiniy Selzer 2008).

Particularmente, el Lago de Maracaibo presenta zonas destina-
das a la recreacion, siendo un derecho desde el punto de vista social;
mientras que por otra parte se encuentran organismos acuaticos que
son importantes desde el punto de vista ecolégico y econédmico. Den-
tro de estos organismos acuaticos destinados al consumo humano
estd presente como habitante del estuario la almeja Polymesoda solida
(Bivalvia, Corbiculidae), la cual se consume cruda o con poca coccién
por sus habitantes y turistas, representando de esta forma un proble-
ma de salud publica (Montiel et al. 2009).

La emergencia de los enterococos como patdgenos nosocomia-
les en las dltimas décadas, es en muchos aspectos atribuible a su re-
sistencia a los antibidticos cominmente utilizados y a su facilidad de
mantener y transferir genes de resistencia, lo cual ha dado como re-
sultado la aparicidn de enterococos con un nivel alto de resistencia a
aminoglucdsidos y resistencia a glucopéptidos (Marothi et al. 2005).

Los enterococos presentan plasmidos conjugativos con capaci-
dad transferible a especies del mismo grupo o especies de otros grupos
bacterianos, por lo que se pueden considerar microorganismos reser-
vorios de genes codificadores de resistencia transferible, permitiendo
agudizar el factor de virulencia entre las especies del mismo grupo o
grupos distintos (Eaton y Gasson 2001), que bajo ciertas circunstancias
ambientales y alimenticias conducen a una resistencia con recircula-
cion (Baldiniy Selzer 2008). Esto ultimo de gran importancia, ya que los
estudios evidencian la existencia de bandas plasmidicas en especies de
procedencia clinica, no existiendo el reporte relacionado ala deteccién
de las mismas en aquellas especies de origen ambiental.

Los patrones de resistencia entre E. faecalis y E faecium son dife-
rentes a nivel clinico (Silva et al. 2005) razén por la cual es importante
distinguir los patégenos hasta el nivel de especie (Byappanahalli et al.
2012) y realizar las pruebas de susceptibilidad a los antibidticos respec-
tivos, lo cual pudiese ser relevante a fin de reconocer estos patrones
circulantes a nivel ambiental.
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Los objetivos del presente estudio fueron: identificar especies de
Enterococcus en muestras de agua, sedimento y almejas procedentes
del sistema del Lago de Maracaibo; detectar la sensibilidad antimicro-
biana en antibidticos de uso rutinario, selectivo y suplemental en las
especies previamente identificadas y detectar la existencia de bandas
plasmidicas en todos los aislamientos de Enterococcus spp.

Materiales y métodos

Toma de muestras: durante un periodo de doce meses, se recolec-
taron 90 muestras de agua, sedimento y almejas del Sistema del Lago
de Maracaibo, particularmente de la zona de Curarire municipio la Ca-
flada de Urdaneta estado Zulia, Venezuela. El agua se recolectd enfras-
cos de vidrio estéril (1000 mL) a 30 cm de profundidad, las almejas y el
sedimento en bolsas plasticas de cierre hermético (APHA 2005).

Preparacion de la muestra: se extrajeron 25 g del contenido inter-
no de las almejas y se homogeneizaron en una licuadora, a alta veloci-
dad por 2 min, en 225 mL de agua peptonada al 0,1% (p/v), de igual for-
ma se pesaron 25 g de sedimento y se adicionaron en 225 mL de agua
peptonada (0,1%), homogeneizdndose por agitacién manual durante 2
minutos (APHA 2005).

Aislamiento e identificacién de enterococos: las muestras se ino-
cularon en caldo azida dextrosa (Himedia, India) y se incubaron duran-
te 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 incubaron
24-48 h a 37 °C (APHA 2005). Las colonias tipicas de enterococos, se
sembraron en caldo Infusién Cerebro Corazén (Himedia, India) (CICC)
para su posterior identificacion a través de pruebas tales como: tincidn
diferencial de Gram, catalasa, termotolerancia a 45 °C, crecimiento a
6,5% NaCl, hidrdlisis en agar bilis esculina, manitol, sorbitol, arginina,
arabinosa, rafinosa, sucrosa, telurito (0,04%), motilidad y produccién
de pigmentos (Mac Faddin 2000, Murray et al. 2007).

Pruebas de difusidn en disco: la susceptibilidad a los antibidticos
estudiados se realizé segun la técnica de difusidn por disco (CLSI 2011)
utilizando los siguientes antibidticos: ampicilina (AMP) (30 ug), penicili-
na (PEN) (10 unid), vancomicina (VAN) (30 ug), cloranfenicol (CHL) (30
ug), eritromicina (E) (15 ug), tetraciclina (TET) (30 ug), rifampicina (RIF)
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(5 ug), ciprofloxacina (CIP) (5 ug), levofloxacina (LVX) (5 ug) y nitrofu-
rantoina (NIT) (300 ug). Los halos de inhibicién fueron comparados con
los descritos para Enterococcus spp., segun el CLSI 2011.

Deteccidn de la produccidn de enzima 3-lactamasa: se empled el
método de la cefalosporina cromogénica, la cual consistid en rotar so-
bre el halo de inhibicién (penicilina-Enterococcus spp.) un bastoncillo
impregnado con nitrocefina (marca OXOID) que previamente fue hu-
medecido con agua destilada estéril. Luego de impregnar el bastonci-
llo, se espero 1 hora para observar el cambio de coloracién (rojo) el cual
es indicativo de una prueba positiva (Mac Faddin 2000).

Extraccidn y visualizacidon del ADN plasmidico: para la extraccion
del ADN plasmidico de las cepas de Enterococcus spp., se siguid el pro-
tocolo propuesto por Macrina et al. (1980). La digestién de la pared
celular se realizé con lisozima (0,5 mg/L, p/v), para una posterior lisis
alcalina. Se digirié el ARN con 1 uL de ARNsa (10 mg/mL) y el ADN se
extrajo con una solucién Cloroformo-Fenol-Alcohol isoamilico (CPI:
24:25:1) para ser precipitado con etanol frio al 100%, la separacién y
observacion de las bandas plasmidicas se realizé segin lo propuesto
por Ausubel et al. (1997), en una cdmara de electroforesis horizontal
con un gel de agarosa 0,7% (100 V por 10 m seguido de 70 V por 1,5 h).
Finalizada la corrida, el gel de agarosa se tifio con Bromuro de Etidio a
una concentracioén final de 0,5 pug/mL (Maniatis et al. 1982). El ADN se
visualizd en un transiluminador UVP Chromato-VUE modelo TM-36 de
115 voltios, 60 Hz y capacidad de 1.2 Amp. La corrida fue fotografiada
con una cdmara digital Kodak Easy Share 10X zoom.

Determinacién del peso molecular de las bandas plasmidicas: los
tamafios aproximados de las bandas plasmidicas se obtuvieron compa-
rando sus migraciones en el gel de agarosa y asi mismo contrastando
con la migracién de las bandas estandar del marcador de peso molecu-
lar A Hindlll (Promega). La determinacién del peso molecular en (kb)
se determind con ayuda del programa Microsoft Excel (Windows), los
cuales se basan en calcular el peso molecular mediante una regresién
lineal (Uchechiy Erinma 2007).
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Resultados

Se aislé un total de 60 cepas de Enterococcus provenientes de la
zona de Curarire del Sistema del Lago de Maracaibo y se identificaron
cuatro especies de este género, siendo E. faecalis la de mayor prevalen-
cia: en agua (50%), sedimento (55%) y almejas (90%), seguido de E. casse-
liflavus, en agua (20%), sedimento (30%) y en almejas (10%). E. sanguini-
colay E. faecium, por su parte, estuvieron presentes Ginicamente en las
muestras de agua (15% respectivamente) mientras que Enterococccus
spp., solo se encontré en la muestra de sedimento (15%) (Tabla 1).

Las cepas de Enterococcus mostraron resistencia a seis de los diez an-
tibidticos evaluados presentandose la resistencia mds elevada a la rifam-
picina (58%), seguido por la eritromicina (23%). El resto de los antibidticos
expresd resistencia con valores iguales y por debajo del 10% (Tabla 2).

Anivel de especies, la resistencia presentd variabilidad, encontrdndo-
se cepas altamente resistentes a antibidticos de uso suplemental (Tabla 3).

El perfil de multiresistencia es considerado como una practica comun,
sencilla y rdpida, la cual es accesible para el estudio de diferentes cepas bac-
terianas, la misma puede indicar clonalidad siempre y cuando las cepas en
estudios sean geograficamente cercanas o de la misma zona (Lopez-Pueyo
et al. 2011). En este estudio de forma general la multiresistencia se manifes-
t6 en el 80% de las especies analizadas. En E. casseliflavus hubo resistencia
en 5 de los 10 antibidticos estudiados, representando un 50% de multiresis-
tencia en la totalidad; seguido a ello E. faecalis con 40% de multiresistencia,
E. faecium (30%) y finalmente E. sanguinicola (20%) (Figura 1).

Tabla 1. Especies de Enterococcus aisladas en muestras de agua,
sedimento y almejas (n=60).

Especie de Agua Sedimento  Muestra de almeja
Enterococcus % % %
E. faecalis 50 55 90
E. casseliflavus 20 30 10
E. sanguinicola 15 0 0
E. faecium 15 o} 0
Enterococcus spp 0 15 0

% = Porcentaje
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Tabla 2. Resistencia, resistencia intermedia y sensibilidad
a antibidticos en cepas de Enterococcus, aisladas de muestras de agua,
sedimento y almejas del Lago de Maracaibo (n=60)

Antibidtico R I S
Rifampicina (5 pg) 58 23 19
Eritromicina (15 pg) 23 52 25
Tetraciclina (30 pg) 10 2 88
Ampicilina (10 pg) 5 0 95
Ciprofloxacina (5 pg) 3 65 32
Vancomicina (30 Hg) 2 5 93
Nitrofurantoina (300 pg) 0 100
Penicilina (10 pg) 0 100
Cloranfenicol (30 pg) 0 100
Levofloxacina (5 pg) ) 17 83

R= Resistencia; | = Intermedia, S= sensible, pg = Microgramos

Tabla 3. Sensibilidad, resistencia intermedia y resistencia a antibidticos
en las especies de Enterococcus sp.

oo S® 10 R@ B S@ 1®) RO
E. faecalis E. sanguinicola
Ampicilina 97 0 3 Ampicilina 100 0 0
Penicilina 100 0 Penicilina 100 0 0
Vancomicina 98 2 0 Vancomicina 100 o] o]
Tetraciclina 87 o} 13 Tetraciclina 100 o] o]
Cloranfenicol 100 0 0 Cloranfenicol 100 0 0
Ciprofloxacina 28 72 0 Ciprofloxacina 33 67 0
Levofloxacina 87 13 0 Levofloxacina 67 33 0
Nitrofurantoina 100 0 0 Nitrofurantoina 100 0 0
Rifampicina 13 28 59 Rifampicina 0 33 67
Eritromicina 21 54 26  Eritromicina 67 0 33
E. casseliflavus E.faecium
Ampicilina 92 0 8 Ampicilina 67 0 33

Penicilina 100 0 0 Penicilina 100 0 0
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Tabla 3 (Continuacion)

a5 1@ R® S s® 1@ Rew
Vancomicina 92 0 8 Vancomicina 100 o]
Tetraciclina 100 0 Tetraciclina 67 33
Cloranfenicol 100 0 Cloranfenicol 100 0
Ciprofloxacina 42 50 8 Ciprofloxacina 0 67 33
Levofloxacina 83 17 0 Levofloxacina 33 67 0
Nitrofurantoina 100 0 0 Nitrofurantoina 100 0 0
Rifampicina 33 17 50 Rifampicina 0 0 100
Eritromicina 17 58 25  Eritromicina 67 33 0
Enterococcus spp.
Ampicilina 100 0 0
Penicilina 100 o] 0
Vancomicina 33 67 0
Tetraciclina 100 0 0
Cloranfenicol 100 0 0
Ciprofloxacina 67 33 0
Levofloxacina 100 0 0
Nitrofurantoina 100 0 0
Rifampicina 67 0 33
Eritromicina 33 67 0

S= sensibilidad; I= resistencia intermedia; R= resistencia; (%)= porcentaje.

“E sanguinicola

E faecium

E faecalis

Figura 1. Porcentajes de multi-resistencia en las especies de Enterococcus.
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En este estudio se hizo la prueba de produccidn de betalactama-
sas en 44 de 60 cepas, y de forma general los resultados fueron nega-
tivos, representando el 73,33% en la totalidad de las cepas analizadas.

Por otra parte, se evidencid la presencia de bandas plasmidicas en
el 75% de los aislados (45/60), con tamanos que oscilan entre 25,32kb y
14,52kb (Tabla 5) (Figura 2).

Tabla 5. Enterococcus spp. aislados en las bandas plasmidicas

Numero de bandas plasmidicas Porcentaje
0 25%
1 53,33%
2 5%
3 16,66%

(117) (A O

23130
9416 «
Tamafios de bandas (Kb) 6557 4

del marcador depeso | 4361 ¢

maolecular
23221

2027
| 564

Figura 2. Bandas plasmidicas en cepas de Enterococcus aisladas de muestras
de agua. Kb = kilobases.

Discusién

El incremento en la resistencia a antibidticos en especies de En-
terococcus a nivel mundial, ha llevado a la necesidad de entender este
género no solo a nivel clinico sino también conocer su ecologia, epide-
miologia y virulencia.

E. faecalis fue la especie aislada en mayor porcentaje en todas las
muestras analizadas, Tabla 1, (65% en promedio). La distribucién de las

especies de Enterococcus varian a nivel mundial, siendo E. faecalis y E.
faecium las especies mds cominmente aisladas, tanto en muestras cli-
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nicas como ambientales en Espafia y Reino Unido, mientras que Suiza
presenta la incidencia mas baja de E. faecium y la tasa de aislamiento
mas alta de E. hirae (Kuhn et al. 2005). Asimismo, estudios realizados en
la Bahia Blanca en Argentina reportan a E. faecalis y E. faecium aisladas
en mayor porcentaje en muestras de agua con valores entre 18% y 48%,
respectivamente (Baldini y Selzer 2008). En Venezuela, la presencia de
E. faecalis y E. equinus ha sido reportada en muestras de agua y sedi-
mentos de la zona de la Isla de Margarita en porcentajes del 2% al 10%
del total de cepas aisladas (Castafieda et al. 2009).

El alto porcentaje de E. faecalis se relaciona probablemente con
las altas descargas cloacales en la zona de estudio e indica riesgo de
contaminacion fecal, ya que el mismo forma parte de la microbiota pro-
pia del hombre y de animales de sangre caliente (Byappanahalli et al.
2012). Trabajos previos han reportado, a nivel cuantificable, Enteroco-
cos Fecales (EF) en distintos puntos del sistema del Lago de Maracaibo,
los cuales se encuentran por encima de los valores permisibles en luga-
res destinados a la pescay la recreacion (Sarcos y Botero 2005, Montiel
et al. 2009), sin embargo, no se ha descrito la prevalencia de especies
existentes.

E. casseliflavus fue otra de las especies predominantes en las mues-
tras estudiadas (20% en promedio) lo cual se ha relacionado a ambien-
tes con concentraciones elevadas de cromo (metal téxico relacionado
a lametalurgia). En el sistema del Lago de Maracaibo se reporté cromo
(Cr) atribuido a las descargas industriales y por la actividad petrolera
(produccidn y transporte de crudo, procesamiento de gas y extraccion
de carbén) (Avila et al. 2007), lo cual pudiera explicar la presencia de E.
casseliflavus en estos ambientes. Por otra parte, es importante indicar,
que esta especie ha sido aislada en raras ocasiones de ambientes hos-
pitalarios y se harelacionado con la posible transferencia horizontal de
genes, permitiendo de esta manera agudizar el factor de resistencia a
multiples drogas (Salas-Vargas et al. 2004).

Por otra parte, Enterococcus sanguinicola aparece como una nue-
va especie de Enterococcus en base a estudios moleculares (ADN), con
proteinas celulares e identificacidn ID 32 strep, lo cual ha permitido ubi-
carla en el grupo Il de clasificacién taxonédmica, debido a sus caracteris-
ticas fenotipicas, sin embargo su papel patogénico y su presencia en el
ambiente atin no estd bien definido (Shewmaker et al. 2011). Sin embar-
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g0, en esta investigacidn se encontrd esta especie en un 15%, sélo en las
muestras de agua, considerando ésto como un nuevo hallazgo ya que
la misma no se ha reportado en ambientes extrahospitalarios.

En el 3mbito clinico, la segunda especie que se aisla con frecuencia
corresponde a E. faecium, el cual se relaciona con infecciones complica-
das del tracto urinario, bacteriemia, endocarditis, infecciones pélvicas
e intraabdominales, de heridas y tejidos blandos (Perozo et al. 2011); en
este caso E. faecium se observé en muestras de agua en un 15%.

La Rifampicina y la Eritromicina en los enterococos son de uso su-
plemental, su resistencia esta mediada por mutaciones génicas (Velaz-
quez et al. 2002) y metilaciones en su sitio blanco mediada por genes
erm o los genes msr A (Cavallieri 2005), respectivamente. Las cepas de
Enterococcus mostraron la mas alta resistencia a los antibidticos Rifam-
picina (58%) y Eritromicina (23%). Este ultimo antibidtico, es reflejo de la
rapida emergencia de cepas resistentes sobre todo cuando se utiliza en
monoterapia, por lo cual ha sido propuesto al igual que la Ciprofloxacina
como antibidtico suplemental (Cavallieri 2005). Este mismo comporta-
miento se observa a nivel de las diferentes especies aisladas donde los
valores de resistencia a la Rifampicina se encuentran entre 33% y 100%.
En otro estudio realizado en ambientes clinicos en Chile, se determiné
resistencia a Rifampicina en especies de E. faecium (92,2%), E. gallinarum
(50%) y E. faecalis (80%) (Boletin ISP 2013). Veldsquez et al.(2002), repor-
taron, en un laboratorio clinico de microbiologia en Perd, resistencia a
rifampicina en el 100% de las cepas de Enterococcus spp., aisladas y es-
tudios realizados en el sistema del Lago de Maracaibo, han reportado
70% de resistencia al mismo en cepas de Enterococcus spp., aislados de
muestras de agua, sedimento y almejas procedentes de la zona de Na-
zareth, municipio Mara del estado Zulia y un 92% de resistencia frente a
este mismo antibidtico en Enterococcus spp., aislados de muestras de
agua de la Ciénaga de los Olivitos, municipio Miranda del mismo estado
(Silva et al. 2011), este Ultimo estudio presenta resultados similares a los
encontrados en esta investigacion, permitiendo establecer que estos
microorganismos se consideran un riesgo relacionado a la recirculacién
entre alimentos de consumo y aguas destinadas a la recreacion.

La resistencia intermedia a la eritromicina se determiné en el 52%
de las cepas aisladas, con niveles entre 0% y 67% en las diferentes es-
pecies. Estos resultados son comparables con los de Silva et al. (2011)
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donde reportd 55% de resistencia intermedia a la eritromicina en cepas
de Enterococcus spp., aisladas de muestras ambientales.

A pesar de que el porcentaje de resistencia a ciprofloxacina fue
de un 3%, el valor de resistencia intermedia a este antibidtico fue de un
65% oscilando en las diferentes especies entre un 30% y un 72%, siendo
E. faecalis la que presentd el valor mas elevado. Estudios previos en
cepas de Enterococcus spp., aisladas de otros ambientes del Sistema de
Maracaibo, reportaron un 60% de resistencia intermedia a la ciprofloxa-
cina por lo que se puede estimar de que existe una recirculacién entre
estos espacios (Silva et al. 2011). Estudios realizados en Chile reportan
valores similares en cepas de esta especie aisladas de agua servida en
Antofagasta-Chile (Silva et al. 2005).

La tetraciclina, generalmente es otro de los antibidticos de uso su-
plemental para inhibir a los enterococos y basicamente, su mecanismo
de accién reside en inhibir la sintesis de proteinas al unirse de forma
reversible a la subunidad 30S del ribosoma y disminuir la penetracién
de la droga al interior de la bacteria (Cavallieri 2005, Perozo et al. 2011).
En esta investigacidn, el 10% de las cepas de Enterococcus presentaron
resistencia a la tetraciclina, siendo sélo las cepas de E. faecalis resisten-
tes a este antibidtico. Otros estudios han reportado valores altos de
resistencia (>50%) a tetraciclina en cepas de Enterococcus aisladas de
muestras de heces, lo cual se ha relacionado con los antibidticos utili-
zados en explotaciones animales (Pantozzi et al. 2010).

La resistencia a la ampicilina en los enterococos reduce marcada-
mente las opciones terapéuticas de las infecciones. El 5% de los Entero-
coccus spp. aislados en este estudio resultd resistente a la ampicilina,
presentando los valores mas elevados E. faecium (con un 33%) y meno-
res E. casseliflavus y E. faecalis, 8%y 3%, respectivamente. Existen por lo
menos dos mecanismos de resistencia a la ampicilina en los enteroco-
cos, comunes en E. faecium, y se correlacionan con la disminucién de la
afinidad de las proteinas ligadoras para la ampicilina y la produccién de
R-lactamasas (Cavallieri 2005). Estos resultados son comparables con
un estudio realizado en el sistema del Lago de Maracaibo, en el cual se
reportd un 4% de resistencia a la ampicilina en la totalidad de las cepas
de Enterococcus spp. analizadas (Silva et al. 2011). Sin embargo, Silva et
al. (2005), en muestras de agua servida en la Ciudad de Antofagasta-
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Chile, reportaron resistencias a E. faecalis (17%) y E. faecium (44%), supe-
riores a las encontradas en este estudio.

La produccién de B-lactamasas, considerado el segundo camino
de resistencia a la ampicilina, fue negativa. Este resultado es similar al
obtenido por Palavecino (2001), con Enterococcus clinicos aislados en la
Universidad Catdlica de Chile, con cepas resistentes a ampicilina, pero
sin produccidn de betalactamasas.

La vancomicina en los enterococos es un antibiético de uso pri-
mario (CLSI 2011); en estos organismos su efecto es bacteriostético y
actta inhibiendo la sintesis de la pared celular en proceso de divisidn,
por lo que afecta la sintesis del peptidoglicano en su segunda fase (Ca-
vallieri 2005). En esta investigacion, el 2% de las cepas de Enterococcus
presentd resistencia a vancomicina, siendo la especie de E. casseliflavus
la que registrd un 8,33% de resistencia. La resistencia intermedia a van-
comicina se detectd en E. faecalis y las cepas de Enterococcus spp. Estos
resultados, son comparables a cepas de estos mismos microorganis-
mos, aisladas de muestras de agua, sedimento y almejas provenientes
de otras zonas del sistema del Lago de Maracaibo donde se reportd
un 9% de resistencia intermedia a vancomicina con 3% de resistencia
(Silva et al. 2011). A nivel clinico en Maracaibo, Venezuela, en cultivos de
rutina realizado a pacientes, se reportd 48,81% de resistencia frente a
este antibidtico (Perozo et al. 2011). Algunos investigadores, sostienen
que la resistencia a la vancomicina, en paises de Latinoamérica se ha
convertido en un problema emergente, debido a que este agente anti-
microbiano es de seleccién primaria (Diaz et al. 2010).

Los enterococos poseen una Unica y gran capacidad de intercam-
biar material genético entre si mismos y con otros géneros, involucran-
do asi la transferencia de genes de virulencia, de resistencia a metales
pesados y de resistencia a los antimicrobianos de seleccién primaria y
de uso suplemental (Novais et al. 2005).

La conjugacion de plasmidos en los enterococos es la via mas efi-
ciente en la transferencia horizontal de genes y es considerada una de
las mayores razones del incremento de bacterias multiresistentes a an-
tibidticos (Kurenbach et al. 2003). Terreros et al. (2010), evidenciaron
bandas plasmidicas en cepas de Enterococcus mediante un kit comer-
cial PCR multiplex y registraron bandas plasmidicas que oscilaron entre
475pb y 1091pb usando un marcador molecular Introgen-Brasil. Por su
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parte, Clewell et al. (1974), diagnosticaron tres plasmidos en cepas de
E. faecalis donde uno de ellos era portador de resistencia a eritromicina.

En nuestra investigacion, no se relaciond la deteccion de bandas
plasmidicas a la resistencia antimicrobiana encontrada. No obstante,
se considerd un nuevo hallazgo, ya que los estudios en cepas de ori-
gen ambiental, no reportan la prevalencia de especies existentes ni la
deteccidn de bandas plasmidicas, por lo que se hace necesario realizar
estudios abocados a la existencia de genes para determinar si estos
pueden relacionarse de una forma mas directa con la trasferencia hori-
zontal innata que presentan los enterococos.

Conclusiones

Se evidencid la presencia de E. faecalis en el sistema del Lago de
Maracaibo, como indicativo de contaminacién fecal, sin embargo, se
detectaron otras especies como E. casseliflavus, asociada a la alta con-
centracién de cromo en los sistemas acuaticos, y E. sanguinicola, espe-
cie recién descrita solo en ambientes clinicos, como un nuevo hallazgo
en un ambiente extrahospitalario.

Se evidencid la resistencia a la vancomicina, como un problema de
salud publica ya que la misma se ha reportado bajo vigilancia epidemio-
Iégica en las cepas procedentes de espacios clinicos.

La deteccidn de bandas plasmidicas es un hallazgo de relevancia
sobre todo en cepas procedentes del ambiente, ya que los enteroco-
cos se consideran dentro de los indicadores de contaminacién fecal,
un grupo bacteriano con buena capacidad de soportar condiciones in-
usuales en el ambiente, tales como, metales pesados y temperaturas
moderadamente altas.
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