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RESUMEN

La existencia de reservorios ambientales del gélBeterococcusa sido propuesta por diversos autores. Diversas
especies d&nterococcupueden causar infecciones en el hombre y los dsnyase han descrito numerosas cepas
resistentes a los antibiéticos que con mayor fregiaese utilizan para el tratamiento. En este joapeesentamos
los resultados de aislamiento, identificacion yssghidad a antimicrobianos de 78 cepastiéerococcumbtenidas

a partir de muestras de plantas de alfaifadicago sativajegadas con goteo enterrado utilizando dos caléddde
agua: convencional (AC) y efluente secundario dorde depuradora municipal (AD). La distribuciéolml de
especies fueE. faecalis(10,2%),E. faecium(2,6%),E. hirae(5,1%),E. casseliflavu$2,6%) yE. mundtii(79,5%).
Todas las cepas dgnterococcusisladas eran sensibles a glicopéptidos, penigliaenpicilina. No se detectaron
cepas con alto nivel de resistencia a aminogliossitilo se observaron diferencias significativasosrvalores de
las CMIs de los diferentes antibiéticos entre masstle diferentes origenes. En general, se aislalognpocos
“Enterococos fecales” a partir de tallos y hojasatfalfa y la cantidad era independiente de ladealide agua
utilizada para el riego. Nuestros resultados intigae los riesgos sanitarios derivados del usogde depurada
para el riego de cultivos parecen disminuir en gnadida cuando se utiliza riego enterrado por goteo

Palabras clave: Alfalfa; antibiéticos;Enterococcusagua depurada.

INTRODUCCION especies, por ejemplg. faecalis E. faeciumy E.
hirae pertenecen a los denominados “Enterococos
Diferentes especies del génefnterococcus fecales” (Godfreeet al, 1997), que pueden causar

pueden aislarse con frecuencia a partir de muestras enfermedades graves en el hombre y los animales y
ambientales tales como suelo, aguas superficiales, presentar resistencia a numerosos antibiético®- Dif

plantas o productos animales sin procesar (Gagliard rentes autores sugieren que los enterococos ambien-
et al, 2003; McGowanet al, 2006). Algunas tales podrian desempefiar un importante papel como
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potenciales reservorios de cepas resistentes a
antibiéticos (Marcineclet al, 1998; Dicuonzeet al,
2001). Por otra parte, Witte (2000) propone que la
utilizaciébn de agua sin depurar para regar cultivos
podria causar la diseminacién de determinantes
genéticos de resistencia a bacterias ambientalesa g

su vez podrian volver a transferir estos genes a
bacterias de humanos y animales a través de los
cultivos. Los riesgos sanitarios podrian disminuir
utilizando un sistema de riego enterrado.

En este estudio presentamos los resultados de
aislamiento, identificacion y susceptibilidad aiant
bidticos de 78 cepas @nterococcusisladas a partir
de plantas de alfalfa cultivadas utilizando unesrst
de riego enterrado y dos calidades de agua: con-
vencional (AC) y depurada procedente de un efluente
secundario clorado de depuradora municipal (AD).

siguientes pruebas: tolerancia a bilis-esculinegie
miento en NaCl 6,5%, tolerancia a telurito 0,04%,
desaminacion de arginina, movilidad, pigmentacion,
uso de piruvato, formaciéon de acido en matbD-
glucopirandsido y diversas pruebas de fermentacion
de carbohidratos (1% manitol, sorbitol, sorbosa,
arabinosa, sacarosa, rafinosa y lactosa).

Resistencia a antimicrobianos

Para detectar enterococos con alto nivel de
resistencia a aminoglicésidos (HLAR) se realizd un
cribado usando el método de dilucién en agar. Se
prepararon placas de Agar infusién de cerebro vy
corazéon (Brain-Heart Infusion Agar, Difco) suple-
mentadas con 50(g de gentamicina o 2000y de
estreptomicina o kanamicina por ml.

La resistencia a glicopéptidos, aminogli-
césidos, penicilina y ampicilina se determindé media

TABLA 1. Distribucién de especies dénterococcus en funcion del origen de la muestra.

E. mundtii E. casseliflavus E. faecalis E. faecium E. hirae
Origen 1 32 (86,5%) 2 (5,4%) 3 (8,1%) 0 (0%) 0 (0%)
Origen 2 21 (77,8%) 0 (0%) 1 (3,7%) 1 (3,7%) 4 824)
Origen 3 9 (64,3%) 0 (0%) 4 (28,6%) 1 (7,1%) 0 (0%)

MATERIAL Y METODOS

Muestras de plantas

Se tomaron muestras compuestas de plantas de
alfalfa (tallos y hojas) en dos localizaciones:nda
gue crecian sobre las lineas de riego (origen 1:
regadas con AC y origen 2: regadas con AD) y
plantas que crecian en zonas situadas entre @aslin
de riego (origen 3: regadas con AD). Las mues#&as s
tomaron cada dos meses a lo largo de un afio.

Aislamiento e identificacion de Enterococcus

Se pesaron 10 gr de cada muestra y se
homogenizaron en Stomacher con 90 ml de Agua de
Peptona (Difco Laboratories, Detroit, MI). Se dejar
2 horas a temperatura ambiente con agitacion. Se
hicieron diluciones seriadas de 1/10 a 1/100 ydg10
en AP. Se afadié 1 ml de cada dilucion a series de
tres tubos con 9ml de Caldo Kanamicina-Esculina-
azida (KAA, Difco) y se incubaron a 37 °C durante
24 h. Si se producia ennegrecimiento por hidrédisis
la esculina, se resembraba 0,1 ml en Agar m-
Enterococos (mE Agar, Difco) y se incubaba a 37 °C
durante 24h. Las colonias rojas observables como
cocos Gram positivos en cadenas cortas tras li@tinc
de Gram, y que no poseian catalasa se consideraron
“Enterococos fecales”.

La identificacion bioquimica se llevé a cabo
siguiendo las recomendaciones de Fackletmal.
(1999)y afiadiendo la prueba de meatib-glucopi-
ranosido (Chenet al, 2000). Se realizaron las

te el calculo de concentraciones minimas inhitasori
(CMIs) por el método de dilucion en agar. Se
calcularon los valores de CMly CMlgq. Como cepa
de control se empleB. faecalisATCC29212.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se aislaron 78 cepas consideradas presunti-
vamente como enterococos fecales. Tras la identi-
ficacién bioquimica, la distribucién global por esp
cies fue:E. faecalis(10,2%),E. faecium(2,6%), E.
hirae (5,1%), E. casseliflavug2,6%) y E. mundtii
(79,5%). La distribucion de estas especies enitglac
con el origen de las muestras se presenta en la Tab
1. La cantidad de “enterococos fecales” que se
aislaba a partir de tallos y hojas de alfalfa exay m
pequefia y no estaba relacionada con la calidad del
agua utilizada para el riego. La especie Eige-
rococcusgque aparecia con mayor frecuencia en todas
las muestras er&. mundtij una especie que gene-
ralmente no se incluye en el grupo de los “entero-
cocos fecales”. McGowaat al. (2006) encontraban
que la especie predominante Eteterococcusislada
en vegetales ergnterococcus casseliflavysero en
su trabajo utilizaban riego superficial.

Los valores de CM} y CMlgg de las cepas de
Enterococcugn funcién de sus origenes se muestran
en la Tabla 2. Todos los aislados Eeterococcus
eran sensibles a glicopéptidos, penicilina y ampici
lina. No se detectaron cepas con alto nivel de
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TABLA 2. Valores de CMIsoy CMI gode cepas déenterococcus de diferentes origenes.

Antibiético (1)CMlsq (1)CMlgg (2)CMlsq (2)CMlgg (3)CMlsq (3)CMlgg
Penicilina 0,5 2 0,5 2 1 2
Ampicilina 1 1 1 1 1 1
Vancomicina 0,25 0,25 0,25 0,5 0,25 1
Teicoplanina 0,125 0,25 0,125 0,25 0,125 0,25
Gentamicina 8 8 8 8 8 16
Estreptomicina 32 64 32 64 64 64
Kanamicina 32 32 16 32 32 32

Plantas: (1) regadas con agua convencional (AQ)tivadas sobre la linea de riego enterrg@pregadas con agua
depurada (AD) y cultivadas sobre la linea de rimgierrado; (3) regadas con AD y cultivadas enteeliteas de riego.

resistencia a aminoglicésidos. No se encontraron
diferencias significativas en los valores de CMés d
los diferentes antibiéticos en funcion del origenlal
muestra. Martins da Cos# al. (2006) han descrito

la presencia de cepas Hefaeciumresistentes a am-
picilina y vancomicina en aguas residuales, aumdue
porcentaje de cepas resistentes en dicho estudio er
pequefio (3,3% y 0,6% para ampicilina vy
vancomicina respectivamente).

Los riesgos sanitarios derivados del empleo de
agua depurada para el riego de cultivos parecen
disminuir cuando se utiliza un sistema de riego
enterrado. El porcentaje de bacterias fecales &n la
plantas disminuye como era esperable y la proporcid
entre las distintas especieskerococcudglifiere de
la encontrada en muestras de agua depurada (Tejedor
et al, 2001). Los patrones de sensibilidad de los
aislados deenterococcugarecen ser independientes
de la calidad de agua usada para el riego. Estos
resultados deben considerarse con precaucion ya que
en estudios ecoldgicos, el aislamiento y cara@eriz
cion de las subpoblaciones dominantes puede enmas-
carar otras subpoblaciones bacterianas importantes
que pueden ser incluso mas virulentas y tener mayor
capacidad para colonizar hospedadores (McEwen y
Fedorka-Cray, 2002).
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