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RESUMEN

En la presente investigacion se lrabajo con cepas de enteracoco, fueron aisladas a
partic de aguas residuales de los hospitales mas importantes de la ciudad de Tepic y
del cauce del rio Mololoa. EI propdsito consisti en determinar la actividad de la
gelatinasa enterococcica y la citolisina enteroctcoica en estos aislados ya que son
factores importantes durante la infeccion por enterococos, posteriormente se
identifico la especie de aquellos que mostraron actividad a ambas enzimas. Lo
anterior se justifica por el creciente problema que engloba a los enterococos y los
problemas a la salud que se generan por la presencia de elementos de virulencia
dentro de su genoma, sumado al impacto que tienen los ambientes hospitalarios con
la formacion y permanencia de estos elementos de virulencia y su propagacion hacia
la naturaleza, eventos ya confirmados. Las muestras se recolectaron conforme a las
normas establecidas, las bacterias se cultivaron en medio KF y caldo LB; las pruebas
realizadas fueron la técnica de licuefaccion de gelatina para la gelatinasa
enterococcica y prueba de hemolisis en agar sangre para la defeccion de citolisina,

asi mismo se utiizd PCR para la 6n de los y de

las amplificaciones para confimmarlas. Se obtuvieron 373 aislados de los cuales 232
fueron gelatinasa positivas (64%), un porcentaje mayor al reportado en olros estudios
para el caso de las muestras de agua residual, en el caso de la muestra de rio esta
se encontrd dentro de los valores reportados. 36 enlerococos mostraron una
actividad combinada, por lo que el porcentaje de enterococos hemoliticos se
comporté en los valores reportados. Sin embargo, resalta que en la muestra del
IMSS ninguno resulto positivo. De los 36 aislados, 33 fueron E. faecium lo que
supero enormemente la distribucion que liene hacia E. faecalis ya que este se
encontré en 2 ocasiones, 1 aislado no amplifico para ninguna de las 2 especies.
Resalta el uso de una técnica economica y accesible para la deteccion de gelatinasa
en enterococos y la existencia de E. faecium con actividad de gelatinasa y B-
hemolisis junto a su reciente listado por parte de la OMS en el grupo de bacterias con
prioridad elevada dentro de la Lista de Patogenos Prioritarios.

xviii
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1. INTRODUCCION

Los son bacterias defas intesti en

mamiferos y aves, se eliminan del organismo por las heces y son de facil cultivo
Bajo condiciones favorables se comportan como patogenos oportunistas causando

millones de Se usan como de patogenos y de

malerial fecal en Ia invesligacion y analisis de cafidad de agua. Esto para predecir los
fiesgos en la salud humana ante la exposicion de aguas contaminadas (Sinclair ef
al, 2012). Evidencias de varias décadas de investigacion, demuesiran que los
enterococos pueden eslar presentes en allas densidades pablacionales aun en
ausencia de fuentes fecales obvias y que los reservorios ambientales de estos, son
fuentes y sumideros importantes, con potencial para afectar la calidad del agua
(Byappanahalli et al,, 2012) :

El grupo de los Enterococcus son cocos Gram positivos que se observan al
microscopio de forma aislada, en parejas o cadenas. Son mesofilicos, sin embargo,
son capaces de crecer en un amplio rango de temperatura que va desde 10 a 45 °C,
incluso hasta los 60 °C por un periodo corto. Ademés, presentan capacidad para
hidrolizar la bilis esculina y la pirrolidonil-B-naftilamida (PYRY); crecen sobre bilis hasta
concentraciones del 40%, 6.5% de NaCl y toleran pHs hasta de 9.5. Son ademas,

citocromo oxidasa negativo (Quifiones, 2010).

Enteracoceus fagcalis y E. faecium son las especies dominantes del género en el
tracto gastrointestinal humano, ya que representan hasta el 95% de ia poblacion

microbiana que ahi habita. Esta frecuencia de aislamiento por especie es constante

incluso en muestras clinicas de (Ronconi &
Merino, 2004). Su repercusion como patogenos y sus consecuencias han ido en
aumento por la aparicion de cepas multiesistentes ya que restan la disponibilidad
de tratamientos a antibioticos accesibles y eficaces (Aldana, 2007). EI género
Enterococcus ocupaba el cuarto lugar como agente en infecciones nosocomiales,
pero con ef paso del tiempo ha llegado a tomar el segundo lugar en los Gitimos 10

afos. E. faecalis representa hasta el 90% de las infecciones nosocomiales por

1
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enterococos en humanos (Arias & Murray, 2012). Esta tendencia se ha atribuido a la
creciente resistencia a los antibidticos entre los aislados clinicos de los enterococos.
Una rapida propagacion en la resistencia a vancomicina por los enterococos (VRE),
ha sido motivo de especial preocupacion debido a que es la tiltima opcion terapéutica
ante infecciones. Muchas cepas asociadas a la salud que son resistentes a la
vancomicina también muestran resistencia a la penicilina, asi como resistencia de
alto nivel (HLR) a los aminoglucésidos (Agudelo & Huycke, 2014).

Sumado a Ia resistencia a antibioticos, la presencia de factores de virulencia en los
enterococos da como resultado, aislados con un alto potencial de patogenicidad.
Como factor de virulencia se entiende a los diversos componentes o sustancias

por los que son para causar °
potenciar su capacidad de hacerlo. Estas moléculas les permiten a los

su gravedad en la o les facilita el poder
hospedarse en su huésped, a pesar de su patogenicidad relativa (Padilla ef al,
2012).

1.1 Enterococos: Factores de virulencia y regulacion

En la actualidad se tiene pleno conocimiento que la virulencia de un organismo esta
mediada por la codificacion de genes de virulencia, los cuales estan presentes en
regiones especiales dentro del genoma, a las cuales se les denominan islas de
palogenicidad (PAI). En el género Enterococcus se identificaron por primera vez
dentro del genoma de una cepa resistente a miltiples farmacos de E. faecalis
(MMHS94) (Giridhara e al., 2009)

Son varios los factores de virulencia que han sido descritos en el género
Enterococcus, entre ellos, principalmente los referidos para las de cepas E. faecalis.
Entre estos encontramos el Antigeno A (EfaA), Adhesina del colageno (Ace) la
Sustancia de agregacion (Asal o Agg), Gelalinasa (GelE), Proteina enterocéccica de
superficie (Esp), Citolisina enterocéccia (CylA) y Hialuronidasa (Hyl) (Silva et al,
2012). Estos factores genéticos, codifican proteinas o enzimas que les permiten a los
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su severidad en la o les facilta el poder

hospedarse en su hospedero (Padilla et al, 2012)

Tabla 1. Principales factores de virulencia descritos en Enterococcus spp.

[ Factor de o »
y R Gen Descripcion y funcion
virulencia
Componente Tpaprateico, de un \ransponador de metales ABC en
Antigeno A efaA | donde probablemente funcione como un receptor de la proteina de
unin del complejo ABC.
Es una adhesina que se Une 3 105 colagenos lipo 1y IV ademas de
Adhesina del faminina. Es un factor de virulencia en infecciones de endocarditis y
Jagen ace |wacto winaro, se ha demostrado que sus concentraciones
colageno aumentan bajo la presencia de suero, sales biliares, orina,
colageno y temperaturas de 46 °C.
s a 1o | Proeis unida a la superficie que se expresa en respuesta a la
ustancia de  asal 0 | jnguccin de feromonas, convierte la superficie de Ia bacteria en un
| agregacion  agg | acherente potencial hacia células receptoras. formando cumulos y
facilla la transferencia de pldsmidos.
Gelati Enzima, zinc melaloproteasa, factor @n T promocén de 1 |
elatinasa i |formacion de biofim, se hipoietiza que podra ser capaz de
enterocéccica modificar ta supedficie celular, factor de viulencia importarte en
peritonitis y endofiaimitis usando ratones como modelo.
Proteina Es uno de 05 factores reportados como importantes dentro de la
enterocéccica  esp | formacion de biofim y ademss se piensa que es una achesina que
contribuye en fa colanizacion de céluias epiliales del Iracto
de superficie winario,
Gitolish Toxina litica, asociada en infeccione agudas y lenminales,
tolisina cyi | constitida por dos suounidades Ias cusles provocan lisis celular.
enterocéccica actiia sobe un amplio espectio de celular entre ellas provocar la
| lisis de los erirocitos.
. Proteina, se considera que esta hialuronidasa contribuye en 1a |
Hialuronidasa hyl | invasion de la nasofaringe y neumonia pneumococcal. La enzima

es principaimente degradaliva y s asocia a dafo e lejidos.
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1.1.1 Gelatinasa enterocéccica GelE

La zinc metaloproteasa ge/E, es un factor que le permile a la bacteria actuar sobre el
sistema inmunolgico del hospedero ademas de ser un factor en la promocion de
formacion de biofilm, los determinantes de gelE estan adyacentes y rio arriba de sprE
(el determinante que codifica para una serina proteasa), ambos genes son co-
transcritos y estan bajo control del sistema de Quorum sensing (QS), for (Dunny et
al, 2014).

La inactivacion y caracterizacion fenotipica de los 18 reguladores de respuesta por
mutacién mostraron la atenuacion en la habilidad de formacion de biofilm en el caso
del regulador de respuesta 15 (RR15) el cual previamente habia sido reportado como
parte del transductor de sefal de QS del sistema Fsr el cual responde a la

de GBAP tivaling un péptido

lactona de 11 amino Acidos. El sistema Fsr de E. faecalis parcialmente se asemeja al

sistema Agr de Staphylococeus, donde una histidin kinasa (FsrC) responde a la
acumulacién de GBAP para fosforilar ef regulador de respuesta cognado (FsrA)
(Dunny et al, 2014). Por lo tanto, es claramenle un sistema de dos componentes.
Posterior a esto se demostro que la forma fosforilada de FisA es requerida para
reconocer la secuencia diana del ADN para promover la transcripcion y que su
dominio de reconocimiento al ADN es del tipo LtTR (Litter domain Transcriptional
Regulator), consta de cuatro cadenas beta y tres hélices alfa). La produccion de
GBAP surge del procesamiento de un precursor pro péptido de 53 aminodcidos
codificada por fsrD. EI procesamiento del pro péptido y su exportacion por la
membrana, mediante FsrB, conduce a la acumulacion externa de GBAP. El sistema
Fsr se ha visto involucrado en la reguiacion de muchos genes, incluida la
autorregulacion del operon £srBCD, y de los genes co-transcritos gelE-sprE (Dunny et
al, 2014),

El mecanismo por el cual GelE regula positivamente Ia formacion de biofilm hasta el
momento sigue desconocido, aunque se hipotetiza que GelE, as! como Esp, podrian
ser capaces de modificar la superficie celular bacteriana en virtud de su habilidad de
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romper los substratos en residuos hidrofébicos. Una hipétesis alternativa involucra la
habilidad de GelE de activar autolisinas de la pared celular, SprE también se ha
mostrado en ser un factor de virulencia importante en peritonitis usando ratones
como modelo o en endoftaimitis de raton como modelo (Tendolkar et al., 2004).

1.1.2 Citolisina enterocéccica CylA

Es una toxina litica, asociada en infecciones agudas y terminales; se encuentra
constituida por dos subunidades, mismas que interactiian para provocar la lisis
celular. Ejerce actividad contra un amplio espectro de células, incluye; bacterias gram
positivas, eritrocitos, células de retina, leucocitos polimorfonucleares y células
epiteliales intestinales. Es una proteina modificada postranscripcionalmente y ha sido
determinada en el 60% de los brotes de E. faecalis. Las caracteristicas que se
atribuyen a la cilofisina son relevantes, ya que ademas de causar la lisis de eritrocitos
humanos, también presenta un efecto organotéxico (Mundy ef al., 2000). Ademas, se

ha un en de

citolisina, lo que facilita la prevalencia de Enterococcus en el sitio de la infeccion
(Sanchez, 2008).

€1 gen que la codifica, forma parte de un oper6n que contiene ocho genes, Ios cuales
son, cyIR1, cyIR2, cylLl, cyls, cylM, cylB, cylA y cyll (Coburns & Gilmore, 2003). Un
complejo que codifica 5 productos genéticos que son necesarios y suficientes para la

produccion de citolisina. El modelo de expresion de la citolisina, maduracion,
secrecion y activacion, incluye dos subunidades estructurales (codificadas por los
genes cyllL y cylls) que son modificados post transcripcionalmente e
intracelularmente por el producto del gen cyiM y transportado fuera de la célula por
un transportador de cassette con unién a ATP, codificado por cylB; después de ta

los de la citolisina son activados por el
proteasa. El sexto gen

producto genético de cylA, un activador extracelular seri
(cylh) codifica una proteina responsable de la inmunidad de la bacteria productora de
citolisina hacia la citolisina. Los seis marcos de lectura abierta estan incrustados y
orientados en la misma direccion. La regulacion de la expresion de citolisina fue

5



‘Universidad Auténoma de Nayarit

Maestria en Ciencias Biologico Agropecuarias

descrito en 2002 por Haas y colaboradores, como un sistema de dos componentes
en respuesta a una autoinduccion de QS. Estudios adicionales, demostraron, que
otros dos genes (cyiR1 y cyIR2) codifican productos que estan implicados en la
represion de la transcripcion de los genes de citolisina por un mecanismo de QS
(Semedo et al,, 2003).

1.1.3 Proteina de superficie enterococcica Esp

La proteina de superficie enterocéccica, es uno de los factores reportados como
importantes dentro de la formacién de biofim en E. faecalis, fue inicialmente
identificado en un aislado resistente a gentamicina (MMH594) y posteriormente en
una isla de patogenicidad (Tendolkar ef al, 2004). Se expresa como una larga
proteina expuesta en superficie con una masa molecular de aproximadamente 202
KDa, se piensa que es una adhesina que contribuye a la colonizacion de células
epiteliales del tracto urinario y en la formacion de biofilm. Su presencia en brotes de
VRE en hospitales. sugieren un papel del gen en la transmision nosocomial (Leavis
et al, 2004).

De la secuenciacion y analisis del gen esp procedente de la cepa P61 de E. faecium
se revelo que pertenece a la familia de las proteinas de superficie expuestas con
estructuras repelitivas como la C alfa y Rib de Streptococcus agalactie y 1a R28 de S.
pyogenes o la proteina Bap de S. aureus, todas estas involucradas en virulencia y
proteccion ante sistemas inmunitarios, incluso se ha observado una similitud entre
las secuencias predominantemente en las regiones repetidas (Leavis ef al., 2004).

Uno de los estudios realizados a la isla de patogenicidad donde procede Esp, reporto
7 marcos de lectura incluido el gen esp, en su busqueda de homologia usando
GenBank/EMBL se predijo la secuencia de aminoacidos de los 7 marcos de lectura y
de estos, el tercero correspondié al gen esp (Leavis et al, 2004),

Enel 2011, Top y que la isla de es auto

transmisible y contiene caracteristicas de un elemento conjugativo integrativo, por lo
que fue ICEEfm1 ive C: tive Element of
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faecium 1) (Top et al,, 2011). Sumado a las pruebas de que Esp esta involucrado en
Ia formacién de biofilm y contribuye en ciertas patologias, se demostrd una expresion
variable de Esp entre cepas y condiciones de crecimiento (Wamel ef al, 2007)
Estudios mas profundos hacia ICEEfm1 identificaron genes codificantes rio arriba de
esp, un marco de lectura con similitud a la familia AraC, un regulador transcripcional
(Top et al., 2013). El analisis de la organizacion genética de la region de esp sugiere
que es parte de un operon que tiene 5 genes, que incluye a nox que codifica para
una NADH oxidasa putativa, efmE1162_1544 (que codifica para una muramidasa
putativa, 6fmE1162_1543 (que codifica para una permeasa que confiere resistencia a
drogas) y efmE1162_1541 (ademas de otra proteina putativa efmE1162_1542)
(Leavis e al, 2004)

En la investigacion realizada por Top y colaboradores en 2013. se identifico el
regulador de la expresion de esp, designado como EbrB, (Enterococcal Biofilm
Regulator B) el cual est4 localizado justo rio armiba del gen esp. Ademas, se
demostro que esp es patte de un operén que incluye por lo menos dos, o
posiblemente tres genes que estan localizados rio abajo. EbrB, una proteina que
contiene caracteristicas C-terminal de HTH (helix-tum-helix) procedente de un
regutador trascripcional tipo AraC, regula positivamente la expresién fa proteina Esp
que pertenece a la familia de proteinas Alp tanto en E. faecalis y E. faecium, tal como
se venia sugiriendo desde investigaciones realizadas en diciembre de 2012. Sin
embargo. el regulador AraC, es un factor de ranscripcion que regula la expresion de
Ias proteinas del catabolismo de la L-arabinosa. Observaciones en la expresion de
Esp durante condiciones de crecimiento dependiente, indicaron que la regutacion por
parte de EbrB se induce por seiales ambientales, ademas de que se observo que
durante el crecimiento bacteriano se incrementaba Esp a nivel de mARN y proteina,
con los niveles més altos durante fa fase estacionaria, fo que sugiere un sistema de
~3qulacién tipo QS atn sin identificar (Top et al, 2013).
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1.1.4 Sustancia de agregacion Agg o Asat

La Sustancia de agregacion es una proteina unida a la superficie, codificada en un
plasmido de E. faecalis y s expresa en respuesta a la induccion de feromonas. Esta
proteina convierte la supericie de la bacleria en un adherente potencial hacia células
receptoras, lo que causa la agregacion o formacion de cimulos, ademas de que
facilita la transferencia de plasmidos. EI gen que codifica para la sustancia de
agregacion se localizo 2 9.4 Kb desde el origen, dentro del plasmido pAD1 (Bradley
ot al, 1994). Esta proteina mantiene interaccion con las integrinas CD11b, CD18 y
CR3, gracias a dos regiones Arg-Gly-Asp, similares a los que se reportaron
inicialmente en fibronectinas, las cuales son capaces de unir a los receplores de las

integrinas en células eucariéticas (Garza et af, 2000).

La familia de plasmidos de feromonas sexuales en E, faecalis son de los sistemas de
conjugacion bacteriana mas eficientes conocidos; consisten en mas de 20 plasmidos
los cuales muestran alta homologia en sus secuencias y pueden coexistir en algunas
cepas de E. faecalis, ya que eslas bacterias, pueden hospedar varios de estos
plésmidos. El genoma de la cepa V583, que fue el primer aislado resistente a
vancomicina en Estados Unidos, fue secuenciado por “The Institute for Genomic
Research’; en la cepa se encontraron dos plasmidos de feromonas sexuales cuya
homologia correspandio a los plasmidos pAD1 (pTEF1) y pCF10 (pTEF2) (Hirt et al,,
2005)

A pesar de la faciidad con la que pueden ser diseminados estos plasmidos, dicha
transferencia esté alamente regulada y sofo es inducida por células receptoras las

cuales estan préximas a las donadoras. El proceso surge desde la célula receptora,

fa cual secreta feromonas de7us8 de
longitud. Estas moléculas se anclan a una proteina codificada por el plasmido.
entonces la feromona es tomada ¢ introducida a la célula donadora lo cual libera un
bloque transcripcional de la familia represora PrgX (Sex pheromone receptor
proteins). Uno de los primeros transcritos posterior a la induccion, codifica la proteina
de superficie “Sustancia de Agregacion o Asat”, dicha expresion da como resultado
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un contacto fisico fime entre la célula donadora y receptora, permitiendo asi la
transferencia de plasmidos (Hirt et al,, 2005).

1.1.5 Adhesina de colageno Ace

La Adhesina de Colageno tal como su nombre lo indica, es una adhesina que se une
alos colagenos tipo |y IV ademés de laminina, pertenece a la familia de MSCRAMM
(Microbial Surface C i Adhesive Matrix

por homologia de secuencia al factor de virulencia Cna, otro MSCRAMM de la
especie S. aureus. La expresion de ace, codifica un factor de virulencia en
infecciones de endocardils y tracto urinario. Se ha demostrado que se incrementa
bajo ciertas condiciones como son la presencia de suero, sales biliares, orina y
colageno, o temperaturas de 46 °C (Rich et al, 1999). El mecanismo de regulacién
del gen ace, se considera incierto. Sin embargo, Lebreton y colaboradores en 2009,
mostraron que en una cepa de E. faecalis (JH2-2), el regulador enterococcal de

(Ers). requla la expresion de ace a la vez que este

regula positivamente otros genes. Cuando se adicionaron sales biliares a la cepa
JH2-2, la expresion de ers disminuy6. No obstante, dicha expresion no se vio
afectada por la adicion de colageno o por suero de caballo, ni por el aumento de
temperatura a los 46 °C. por lo que se considera que otros factores regulan la
expresion de ace bajo esas condiciones (Lebreton ef al, 2009)

Por otra parte, en el 2014, Cohen y colaboradores pusieron a prueba el regulador ers
en la cepa OGIRF de E. faecalis y encontraron que Ers en esta cepa no esta
involucrado en la regulacion de ace por lo menos, no a un nivel postranscripcional,
ademas de determinar que hay diferencias en la regiones rio arriba de ace entre las
cepas JH2-2 y OG1RF, dichas diferencias pudieran jugar un papel en la regulacion
de este factor de virulencia (Cohen ef al,, 2013).

Se postula adems un sistema de dos componentes “GvRS’ (Global Regulator of
Virulence; antes conocido como EtaRS), como un regulador positvo de la
transcripcion de ace en E. faecalis OG1RF, bajo varias condiciones ambientales
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(Roh et al, 2015). Al utilizar mutacion disruptiva y una fusion del promolor de ace, se
encontro que el sistema de dos componentes GrvRS, aparentemente controla fa
expresion de ace en respuesta al suero, generando una regulacién positiva de la
expresion de ace, dejando postulado que GvRS es el mayor regulador de ace e

importante para la virulencia de la cepa OGTRF de £. faccalis (Roh et al, 2015).
1.1.6 Antigeno A EfaA

Dentro del grupo de enterococos, la especie E. faecalis lidera como causal en
infecciones de endocarditis. Esludios sobre cepas de esta especie dieron a conocer
un antigeno dominante de 37 kDa, reconocido en suero, mediante serodiagnostico
con ELISA, el gen que codifica para este antigeno fue clonado, secuenciado y
designado efaA (Lowe ef al, 1995). E gen efaA forma parte del operon efaCBA, se
postula que codifican un transportador tipo ABC, donde efaA representa el
componente lipoproteico (Low et al,, 2003).

El gen efaA es el tercer gen dentro def operon, la homologia de la secuencia, sugiere
que codifican un sistema de transporte de metales tipo ABC, donde el primer gen,
efaC, codifica una proteina de unién al ATP; La segunda, efaB, codifica una proteina

y efaA funcione como un receptor de la
proteina de union del complejo ABC. Rio arriba de la secuencia codificante de efaC
se encuentran pulativamente secuencias Shine-Dalgamo, las secuencias consenso -

10 y -35 y dos i icas que se han cajas EfaR

(Arntzen et al, 2015, Low ef al,, 2003). Estas dos secuencias, invertidas y repetidas,
asemejan un sitio de union para proteinas metaloregulatorias como DiXR de
Corynebacterium diphtheriae; Por lo tanto, se hipotetizo que la regulacion de la
expresion del operon efaCBA era a través de manganeso via un regulador
transcripcional doble tipo DbxR y que participa en el metabolismo del hierro en C,
glutamioum (Low et f, 2003).

Un homologo de DIR fue identificado en el cromosoma de E. faecalis V583,

designado Efar (EFA Regulator of expression), con una longitud de 222 aminoAcidos
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y una masa molecular de 255 kDa. En 2013 Abrantes y colaboradores mostraron

que EfaR es el mayor regulador de de en
lad de E.

E. faecalis y que una mutacion en el gen que lo codifica, reduce Ia habil
faecalis para formar biofilms, sobrevivir dentro de macréfagos o tolerar el estrés
oxidativo, ademas de todas las propiedades asociadas a colonizacion e infeccion
(Arntzen et al, 2015). La union de EfaR a la region promotora de efaCBA es
promovida por manganeso, el que acliia como un correpresor (Abrantes ef af, 2013).

1.1.7 Hialuronidasa Hy/

La proteina hialuronidasa enterocéecica, muestra homologia con hialuronidasas
descritas previamente en S. pyogenes, S. aureus y S. pneumoniae, las cuales se
consideran que contribuyen en la invasion de la nasofaringe y neumonia
peumococcal (Vankerckhoven et al, 2004). La hialuronidasa, se identific por
primera vez dentro de la cepa E. faecium CV133 y fue confirmada después en C68
(Rice et al,, 2003). La enzima es principaimente degradativa y se asocia a dafio de
tejidos (Goliriska ef al, 2013).

1.2 Enterococos y sus patologias

Entre las infecciones que producen los Enterococcus a los seres humanos, son
frecuentes las del traclo urinario, torrente sanguineo, endocardio, abdomen, el tracto
biliar y heridas por quemaduras. Los dispositivos como caléleres, marcapasos, o
fistulas, suelen ser predisponentes a estas infecciones (Bradley et al., 1994). A partir

de los afios 70's y 80's, los enterococos se han establecido como patégenos

y se i uno de los les agentes etiologicos de

adquiridas i Ocupa el segundo lugar como agente
causal de bacteriemias y el tercer agente més comin de infecciones situadas en el
tracto urinario (Hidron ef af, 2008). D incluso a las
ocasionadas por Escherichia coll y S.aureus (Arias & Murray, 2012),




Universidad Autonoma de Nayarit
Maestria en Ciencias Biofogico Agropecuarias
1.2.4 Endocarditis

La afeccion corresponde a la infeccion de una o més valvulas cardiacas, lo cual en
dos terceras partes de los casos, es posterior a cierlas patologias cardiovasculares
preexistentes (Garza-Velasco et al, 2000). Inicia con un episodio bacterémico, al
ingresar el microorganismo a la sangre de afecciones cutaneas, manipulaciones
dentales, intervenciones quirirgicas en la rinofaringe, exploraciones endoscopicas de

las vias genitourinarias o abscesos pulmonares (Aldana, 2007).

La endocarditis es una de las més graves infecciones por enteracocos. Debido a la
resistencia intrinseca de los enterococos a la actividad bactericida de la mayoria de
los antibioticos, el ratamiento es dificil, incluso cuando enterococos relativamente
susceptibles estan involucrados (Murdoch, et af,, 2009).

1.2.2 Bacteriemia

Se define la bacteriemia como la presencia de bacterias en la sangre, la mayor
frecuencia es en hombres de mas de 50 afios con una afeccion médica preexistente,

como una i quirirgica, graves y mitiples.
Alrededor del 80% son casos de infecciones nosocomiales y su mortalidad asciende
alrededor del 35% (Bearman & Wenzel, 2005). La bacteriemia y endocarditis son las
manifestaciones mas comunes de las infecciones por enterococos (Hidron, et at.,
2008).
1.2.3 Infeccién de vias urinarias

Los enterococos son agentes efiologicos comunes de las infecciones del tracto
urinario (UTIs), patologias consideradas como las més frecuentes entre los pacientes

ubicados en las unidades de cuidados inlensivos y eslan estrechamente

relacionadas con el uso de caléteres. Las bacterias patogenas aisladas con mayor

frecuencia son E. col, sy I
et al, 2000). Los factores de riesgo incluyen disminucion de las defensas en el
hospedero (Aldana, 2007).
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1.2.4 Infecciones abdominales

Las infecciones abdominales por E. faecalis pueden producir infecciones
intraabdominales casi siempre como parte de una infeccion mixta por E. coli, S
aureus y S. epidermidis (Aldana, 2007). La tasa de mortalidad es elevada cuando la
infeccion contiene tanto Enterococcus como E. coli (Resnick & Novick, 2000). La
peritonilis, una infeccion del revestimiento abdominal, ocurre mas a menudo en
combinacién con cirrosis hepatica o en pacientes que reciben dialisis peritoneal
cronica. Los enterococos pueden causar infeccion monomicrobiana en estas
situaciones, aunque se producen en menor frecuencia que con E. coli o S. aureus

para la peritonitis asociada a dialisis (Agudelo & Huycke, 2014).
1.2.5 Meningitis

La meningitis es la inflamacion de las membranas que cubren el cerebro y la médula
espinal. Es poco frecuente que las meningitis sean causadas por E. faecalis y E.
faecium. Sin embargo, en esos casos se asocia con una alta tasa de mortalidad
(Chiara ef al., 2005). La meningitis ocasionada por E. faecium en neonatos, se ha
relacionado con el descuido de enfermeras y suelen provocar epidemias esporadicas
(Aldana, 2007).

1.3 Habitat como promotor de virulencia

Las infecciones nosocomiales son un problema actual y en constante evolucion en
todo el mundo. Aunque desde hace siglos ha existido un gran interés por el tema de
las infecciones nosocomiales, ha sido hasta hace pocas décadas que el campo ha
tenido aceptacion general que las reconoce como un problema relevante de la salud
publica de gran trascendencia econémica y social, ademés de constituir un desafio
para las instituciones hospitalarias (Espinal, 2003). El uso de los antibiticos para el
tratamiento de infecciones, supone una presion selectiva para el desarrollo de

resistencia y su repercute en la en el ambiente a largo

plazo (Iweriebor et al,, 2015).
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La plasticidad genética que presenta el enterococo de forma nativa, sumado a la
resistencia intrinseca que presenta a algunos de los antimicrobianos, es o que lo ha
posicionado actualmente como uno de los principales agenles eliologicos de
infecciones nosocomiales. Por otra parle, poseen gran capacidad para la adquisicion
de nuevos mecanismos como son los genes de vinulencia, gracias a elementos

genéticos moviles como plasmidos o mutaciones (Diaz et ai, 2010). Aunado a lo

anterior, la presencia de cepas de se esta

en una amenaza, ya que las opciones terapéuticas son limitadas a tal grado que

algunas cepas ya son a todos los Por otra
parte, la automedicacion desmesurada en México, que se presento en afios

anteriores agravo esta situacion (Amabile-Cuevas, 2010),

La persistencia de estas condiciones originada en el ambiente hospitalario y que
acomparia a las bacterias hasta el ambiente, supone una presion constante para
estas. Esto las obliga a generar y transferir los mecanismos necesarios para
asegurar su supervivencia en cualquier medio donde puedan encontrarse. Lo
anterior, puede ocurrir en ambientes propicios, ya sea hospitalario o natural. En
ambientes naturales, los contenedores de basura a cielo abierto, cuerpos de aguas

plantas de etc, generan las condiciones

para la de genéticas que aseguran la

sobrevivencia ante diversas presiones seleclivas (Amabile-Cuevas, 2010).

1.4 Repercusiones al ambiente

La diseminacién de la resistencia a antibioticos en bacterias procedentes de
hospitales puede ocurrir por varias rutas, aguas residuales de hospitales, la descarga
de pacientes, fomites y el personal. Los antibidticos en las aguas residuales podrian
provenir de Ia orina de pacientes, disposicion de medicamentos caducos o derrames
accidentales de eslos. En conjunto, estos evenios siven como una presin selecliva
adicional sobre las bacterias presentes en las aguas residuales (iweriebor et af,
2015). Por otra parte, la dispersion al ambiente de patogenos provenientes de

nosocomios, representa un riesgo para la salud piblica, ya gque este fipo de

14



Universidad Auténoma de Nayarit

Maestria en Ciencias Biologico Agropecuarias

contienen las genéticas de virulencia y, en muchos de
los casos, de resistencia a anlibioticos (Mondragon et al, 2011). Los
microorganismos con este potencial genético, liberados al ambiente, podran
eventualmente dispersar y perpetuar algunas de sus caracteristicas genéticas, lo que

constituye un riesgo para la salud de humanos y animales.

La transmision de estos microorganismos hacia el medio ambiente se lleva a cabo
principalmente a través de la salida de las aguas residuales procedentes de estos
lugares. La mecanica y el flujo que tienen, hasta llegar a las zonas donde seran
tratadas, produce una dispersion de microorganismos en el aire, que se traduce en
una propagacion de las bacterias en una amplia zona. Del mismo modo, las plantas
de tratamiento de aguas residuales en el caso de los depositos, o fos estanques de
aireacion, son medio de proliferacion para las bacterias, lo que aumenta su

yla de ser en el ambiente (Korzeniewska &
Harnisz, 2012).
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2. ANTECEDENTES

En Mexico, el manejo de aguas residuales y disposicion de basura son ineficientes e
insuficientes o que propicia la dispersion de microorganismos inocuos y patogenos
(Amabile-Cuevas, 2010). En el caso particular de la ciudad de Tepic, se tiene
evidenciada la ineficacia de los sistemas de saneamiento de aguas residuales, ya
que las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales que vierten su producto al
cauce del rio Mololoa (principal efluente que cruza por la ciudad), son insuficientes
para la demanda que se requiere; adicional a esto, la existencia de descargas
clandestinas de aguas residuales municipales no hacen mas que agravar la

de on del rio (J Medina et al, 2007). La deficiencia

en el saneamiento de las aguas residuales que se producen, puede permitir la libre

propagacion de bacterias con isticas  genéticas
mencionadas, hacia el ambiente. Lo anterior, genera un grave problema a la salud
publica dada las actividades en las que son utilizadas las aguas del rio Mololoa, de
igual modo al ecosistema ante la posible interaccion con bacterias silvestres de la
region, ademas de la contaminacion producida.

Ante esta problematica, en el Laboratorio de Resistencia Bacteriana de la UACQBYF.
se investigé y demostro la presencia de bacterias de importancia médica y velerinaria
en los lixiviados que provienen del confinamiento de basura y las aguas del io
Mololoa, E. faecalis, Kiebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter cloacae, P.
aeruginosa, entre olras especies. De igual forma, se determing, en dichos aislados,
la resistencia a metales pesados tanto fenotipica como genotipicamente, entre ellos
mercurio, arsénico, cromo y cadmio. En estos mismos aislados, se ha comprobado
que existe capacidad de transferencia de informacion genética de dicha resistencia,
por conjugacion (Mondragon ef al, 2011). Asi mismo, se ha identificado la resistencia

a antibi como i y beta-

lactamicos. Por ofra parte, también se demostro la presencia de determinantes
genéticos de virulencia propios de E. coli en Enterobacter sp., del lugar. Esto pone en
evidencia la dinamica de transferencia horizontal que se lleva a cabo en el ambiente
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y subraya la importancia de realizar estudios poblacionales bacterianos con
repercusiones en salud (Pacheco, 2014). De igual forma, fue posible determinar la
relacion clonal entre diversas especies de proteobacterias aisladas de las aguas

negras que llegan a la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales "El Punto’, con

las de los lixiviados del basurero municipal *El Ixtete”. Ambas corrientes confluyen en
el rio Mololoa. Ademas, de presentar las mismas caracteristicas genéticas, estos
grupos comparten plasmidos con el mismo peso molecular a su respectiva clona

(Pacheco, 2014),

De los aislados enterococcicos del rio Mololoa, se reportd la presencia de los genes.
de virulencia asa? y gelE en 15 cepas aisladas de 3 sitios distintos en la periferia del
rio (Gutiérrez-Meza, 2013), genes involucrados en la expresion de virulencia durante
patologias (asat, gelE) e involucrados en procesos como la formacion de biofilm u
obtencion de nutrientes (gelE). Posteriormente, los genes acel, efaA (Antigeno A) y
esp, fueron reportados en un mayor niimero de enterococos obtenidos de los mismos
sitios de muestreo (Lendo-Hernandez, 2014); nuevamente, genes cuya expresion
esta relacionada a procesos patologicos y a la virulencia de la cepa. Asi mismo, ha
sido posible identificar en estos aislados, la presencia del gen vanB, que es uno de

los genes que codifican para la resistencia a vancomicina.

Por otra parte, se ha demostrado que, a partir de actividades humanas como la
agricultura intensiva y las plantas de tratamiento de aguas cloacales, es frecuente la
contaminacion por enterococos en los diferentes habitats en los que se incide
(Byappanahalli et al,, 2012). Como resultado de lo anterior, las aguas contaminadas
por enterococos de origen antropico o animal, gracias a su capacidad para adaptarse

a condiciones adversas, podrian formar parte de la microbiota ambiental por tiempos

o de forma y a partir de estos sitios a nuevos
habitats u hospederos; humanos y animales. De esta manera, una de las hipotesis
que se puede plantear es: las aguas residuales generadas por hospitales y las del
cauce del rio Mololoa, albergan Enterococcus potencialmente patogenos con
capacidad hemolitica y actividad de gelatinasa.
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3. JUSTIFICACION

Las evidencias sobre las caracteristicas genélicas que poseen los aislados del
género Enteracocaus, de las aguas del rio Mololoa, nos muestran su potencial de
virulencia. Sin embargo, fenotipicamente no ha sido demostrada su expresion. Por lo
anterior, se plantea determinar la expresion fenotipica de dos de los genes de
virulencia identificados en Enferococcus, los cuales se tiene demostrado su papel y
repercusiones en salud durante un proceso infeccioso (Vankerckhoven ef af,, 2004)
Por un lado, Ia expresion de una enzima, la gelatina enterococcica, codificada por el
gen gelE, que ademas de aportarle nutrientes a la bacteria, esta involucrada en el
proceso de formacion de biofilm y actuar contra las defensas inmunolégicas del
huésped durante una infeccion (Padilla et al, 2012, Silva ef al,, 2013). Por otra parte,
la produccion de una toxina, la citolisina enterococcica (Cyl), codificada por el
plasmido pAD1 y constituida por tres subunidades, mismas que interactian para
provocar la lisis celular; no obstante, solo una de ellas, definida como el activador
(CylA), es la que ha concentrado la atencion de los especialistas (Vankerckhoven et
al., 2004). La citolisina enterococcica se asocia a infecciones agudas, y ejerce una
actividad contra un amplio espectro de células, actia como bactericida y tiene
actividad hemolitica (Cox ef al, 2005). Se ha demostrado ademas, que pAD1 es
responsable de conferir resistencia a vancomicina, radiacion ullravioleta y poseer

propiedades conjugativas (Clewel, 2007)

Enterococos con caracterislicas capaces de repercutir en la salud, pueden originarse
en hospitales y distribuirse en el ambiente a través de efluentes cloacales, como ya

se ha demostrado en otro sitio (Leclercq et af,, 2013).

Se sabe que, en la ciudad de Tepic, las aguas de residuos municipales, llegan a la
Planta de Tratamientos de Aguas Residuales (PTAR) “El punto” y a la PTAR "Norte,
y son vertidos al rio Molaloa previo a su tratamiento y posterior a ello. Por olra parte,
los hospitales del municipio, no cuentan con PTARS propias, por fo que no tienen
cuidado de sanear sus residuos de agua, antes de conectarios a los sistemas de

alcantariilado municipales,
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Actuaimente, no contamos con la informacion que nos permita conocer si los
efluentes nosocomiales juegan un papel en la dispersion de cepas de Enterococcus
portadoras de factores de virulencia hacia el ambiente, desconocemos ademas, si se
expresan las caracteristicas genéticas de virulencia en las poblaciones de
Enterococcus nosocomiales y de aquellas que se localizan en otros cuerpos de
aguas como las del rio Mololoa. Por lo anterior, es posible cuestionarse sobre la

posible de con estas i desde los hospitales

al ambiente y finalmente al cauce del rio Mololoa. De encontrar bacterias que

expresan fenotipicamente factores de virulencia como lo son la citolisina

o la gelatinasa 3 de con
mecanismos que les faciltarian llevar a cabo un proceso infeccioso y con aftos
riesgos para la salud publica. Por lo que, el buscar la expresion fenotipica de estos
factores en aislados de enterococos ambientales y nosocomiales, nos permitira dar el
primer paso en la busqueda de la relacion que pueden tener los enterococos en

estos 2 ambientes.

El conocer la on y las de los en estas zonas de
estudio, sentara precedente que permiira iniciar la bisqueda de la relacion clonal
que pudieran tener entre si, los enterococos que proceden de cada punto, y con ello
establecer si existe 0 no una dispersion de las bacterias. Ademas, saber si estas
poseen caracteristicas que debieran ser tomadas en consideracion, dado su papel

infeccioso y el riesgo que supondria para la salud piblica

En este estudio, se pretende demostrar la expresion de dos de los diversos factores
de virulencia en enterococos: la citolisina enterocéccica y su actividad hemolitica. La
citolisina se libera en las primeras fases de la infeccion por enterococos, lo que
sugiere una funcién necesaria o relevante para el desarrollo de la enfermedad. Entre
algunas funciones, parece provocar la liberacion de mediadores pro-inflamatorios lo
que puede incrementar la severidad del proceso inflamatorio, junto con la actividad
hemolitica y empeorar el cuadro clinico de la enfermedad. (Rangel-Arenas, 2010). De
igual modo, Ia gelatinasa (gelE) es una metaloendopeplidasa extracelular, capaz de
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degradar diversos sustratos (gelatina, fragmentos insolubles de colageno, la cadena
B de la insulina y otros péptidos bioactivos) de los tejidos del hospedador, mejorando
la migracion y difusion de los enterococos por los tejidos danados. Adems, también
esta implicada en la degradacion de feromonas sexuales y de péptidos involucrados
en la transferencia de plasmidos por conjugacion entre diferentes cepas de
enterococos. Esta enzima contribuye a la patogénesis en diferentes modelos de
infeccion en animales, entre los que se incluyen los de peritonitis en ratones y
endoftalmitis en conejos (Padilla et al,, 2012, Ledesma ef al., 2015),

El estudiar la actividad hemolitica y gelatinasa en enterococos aislados del rio
Mololoa asi como de las aguas residuales nosocomiales arrojara informacion sobre

la posible refacion y on entre virulentos y ef
riesgo que representan a la salud piblica, mas aiin, al estar presentes en muestras
ambientales.

Dicho conocimiento permitira proponer soluciones concretas, a la postre, a las
instancias pertinentes, y su inmediata atencion por parte de autoridades
gubernamentales. Su omision podria poner en riesgo la salud humana, lo que

redundaria en casos clinicos costosos y dificiles de tratar,
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion fenotipica de la gelatinasa enterococcica y la citolisina

en aislados de 5pp obtenidos del cauce del rio Mololoa y

de las aguas residuales de hospitales en Tepic, Nayarit

~

©

4.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar Enterococcus del cauce del rio Mololoa y de aguas residuales de hospitales
en Tepic, Nayarit.

Determinar la expresion fenotipica de virulencia de la gelatinasa enterococcica y
Ia citolisina enterocdccica en los enterococos aislados.

Confirmar molecularmente la especie E. faecalis y E. faecium de los aislados con
expresion fenotipica
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5. HIPOTESIS

Las aguas residuales generadas por hospitales y las del cauce del rio Mololoa,

presentan enterococos hemoliticos, gelatinasa positivos.
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6. MATERIAL Y METODOS
6.1 Material biologico

Muestras los aislados i i se obtuvieron de dos

puntos establecidos en el cauce del rio Mololoa, uno sobre el afluente del rio Mololoa
en las coordenadas 21°26'18 6'N 104°50'11.0'W a una altura de 951 m. La segunda
toma de las aguas del rio Molofoa se realizé sobre efluente de este a la ciudad de
Tepic Nayarit, en las coordenadas 21°33'19.8"N 104°53'41.8"W a una altura de 883
m; este segundo lugar, ubicado a 500 m del rio de bajo a la salida de agua tratada
por la Planta de Tratamientos de Aguas Residuales “El Punto” en Tepic (Figura 1).

Muestras de agua residual hospitalaria: las muestras de agua residual de los
hospitales de la ciudad de Tepic, fueron tomadas de la caja de registro de aguas
residuales de cada uno de los hospitales seleccionados: Hospital Civil “Dr. Antonio
Gonzalez Guevara’ perteneciente a Senvicios de Salud, Hospital General de la Zona
1 perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social y Hospital General “Dr.

Aquiles Calles Ramirez" perteneciente al Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado.

El muestreo se realizé en un solo tiempo. El estudio es de corte transversal,

comparativo, descriptivo y prospectivo.
6.2 Recoleccién de muestras

Para la recoleccion de muestras, se utiizaron frascos herméticos esterilizados, en los
cuales se recolectd un volumen de 200 cm® de agua por sitio de muestreo, acorde al
volumen establecido para muestras de agua destinadas para estudio microbiologico.
Las muestras obtenidas de los registros de descargas de agua residual fueron
colectadas directamente del chorro de descarga, en el caso de las muestras

ol agua fue ala mitad del cauce del rio. Las

muestras fueron transportadas en cajas con hielo al laboratorio para su analisis
en las 3 horas fores a su ion (Iweriebor et al,, 2015).
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ura 1. Ublcacién geogréfica de la toma de muestra ambiental y hospitalaria. En azul ia toma en el

afiuente del rio, rojo I toma en el efluente del rio, en verde la toma a la muestra de agua residual en el

hospital del MSS, en morado (2 oma a as aguas residuales del hospial el ISSSTE en negro la toma a as

Salud, musstra fleva la corriente

eauca o Maloen () fotografia fonada sl registro de descargas de aguas residuales que pertenece
alhospital de Servicios de Salud. (Il fotografia tomada al cauce dei rio Maloioa en la toma del efluente

6.3 Cultivo bacteriano

UFC/mL: para la determinacion det nimero de unidades formadoras (UFC) de
colonias de Enterococcus por miliitro de muestra se llevaron a cabo diluciones
seriadas con cada una de las muestras recolectadas. Brevemente, cada una de las
muestras se homogeneizo y se tomo 1 mL el cual fue incorporado a 9 mL de solucién
salina fisiologica. Esta primera solucion correspondio a la dilucién 1110, a partir de
esta, se realizaron las diluciones 1/100, 1/1000, 1/10 000 y 1/100 000. De todas las
diluciones realizadas, incluyendo las muestras sin diluir, se inocuiaron 100 pL en
cajas con agar selectivo para enterococos Kenner Fecal (KF) y se sembraron en
masivo, las muestras se incubaron a 37 °C por 48 h. Se realizo una serie de

diluciones por cada toma de muestra.
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Elaboracién del cepario: de cada una de las muestras, se tomaron 100 colonias al
azar a partir de una caja con crecimiento, de la dilucién donde se obtuvo un nimero
mas cercano a este. Cada una de las colonias fue tomada mediante picadura e
inoculada en un tubo con caldo Luria Bertani (LB), enriquecido con glucosa al 5% y
NaCl al 3%, su incubacion fue a 37 °C por 24 h. Para la crioconservacion, se partio
de un cultivo en LB de cada cepa, del que se tomaron 600 L y se les adicion6 400

L de glicerol esteril, se la on e fueron

almacenados en criotubos a -20 °C.
6.4 Seleccion de cepas, mediante la expresién fenotipica de virulencia

Para la obtencion de virulentos su

aquellos que expresaran la gelatinasa enterococcica y la citolisina, al ser la factores
importantes durante la infeccion por enterococos, en el caso de la citolisina se
considera como una proleina capaz de lierar mediadores infamatorios. De igual
modo la gelatinasa enterococcica, un factor que le permite a la bacteria actuar sobre
el sistema inmunologico del hospedero y se le ha asociado, ademas, a olros
procesos vitales de la bacteria como lo es la formacion de biofilm. Los métodos para

estos ensayos se explican brevemente:

Prueba de gelatinasa enterocéecica: para llevar a cabo esta prueba se uliizd el
método de licusfaccion de gelatina en cada uno de los 373 aislados, para lo cual se
prepararon tubos de ensayo con 2 mlL de gelatina nutritiva enriquecida con caldo
nutitivo, respetando las cantidades eslablecidas por el fabricante. Los tubos con el
medio fueron inoculados a partir de una colonia alslada de cada una de las cepas
mediante picadura, la incubacion de fos tubos fue a 37 °C por 72 h, regisirandose los
resultados a las 24, 48 y 72 horas posteriores a su inoculacion. Para revelar el
resultado, los tubos fueron somelidos a 4 °C por media hora para su posterior

analisis, en este caso, los lubos que permanecian sélidos a esta lemperatura, se

consideraron negativos y aguellos en los que el medio estaba liquido (licuado) se
consideraron positivos. El ensayo se realiz6 una sola vez por aislado y se emple6
como control positivo cepas de Pseudomona spy como negativo una cepa de E. cofi
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Prueba de i ion de ci los que mostraron
actividad a la gelatinasa, fueron seleccionados para evaluar su actividad hemolitica,
para esta prueba se utilizaron cajas con agar sangre (sangre de cordero al 5%). Las
cepas fueron inoculadas a partir de un cultivo puro mediante picadura e incubadas a
37 °C por 48 h, las colonias que presentaron un halo transparente a su alrededor (8-
hemélisis) fueron consideradas positivas a esta prueba, La prueba se realizo una
Gnica vez por aislado y se utilizd como control positivo cepas de Streptococcus sp. y
como control negativo una cepa de E. coli

6.5 Extraccion del ADN

€1 paso siguiente fue determinar mediante PCR, la especie de los enterococos que
resultaron hemoliticos y gelatinasa positivos, se buscaron las especies de faecalis y
faecium, para ello primeramente se extrajo ADN a las bacterias que presentaron

ambas caracteristicas fenotipicas.

Para la extraccion de ADN cromosomal, se cultivaron las baclerias, en LB
enriquecido con glucosa al 5% y NaCl al 3%, a 37 °C con agitacion constante por un
méximo de 24 h (overnight). Posteriormente, las bacterias se concentraron en un
microtubo por centrifugacion a 12,000 rpm por 3 min. La extraccién del ADN se
realizé por el método establecido en el “Shorts Protocols in Molecular Biology”
(Sambrook & Rusell, 1989). Se explica a continuacion

Un cultivo bacteriano de toda la noche, se centrifugé a 12,000 rpm por 3 min. La
pastilla generada se lavé con 1 mL agua estéril filtrada y se centrifug6 a 12,000 rpm
por 3 min nuevamente, se desecho el sobrenadante y se resuspendio la pastilla en 1
mL de Buffer TE pH 8 (Tris-HCI 25 mM — EDTA 25 mM). A continuacion, se
centrifugé nuevamente a la misma velocidad por 3 min, el sobrenadante se desecho.
Se resuspendi6 el concentrado en 250 L. de Buffer TE y 250 L de Lisozima (10
mg/mL), se incub6 a 37 °C por 15 min. Terminada la incubacion, se adiciond 30 L
de SSC20x (175 g de NaCl - 88 g de Citrato de Sodio / ftro) y se incubo nuevamente
por 5 min a temperatura ambiente, al término de esto se agregaron 20 L de SDS al
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10% y se incubé nuevamente por 5 min a temperatura ambiente. Se agreg6 un
volumen 1:1 de Fenol-Cloroformo 5:1, se centrifugd a 12,000 rpm por 6 min, se
separ6 cuidadosamente la fase acuosa de la reaccion (fase superior del tubo, y se
continug trabajando con esa fase) y se coloco en otro tubo. Se agregaron 450 L de
etanol absoluto grado biologia molecutar y se precipité a -20 °C, se centrifugd a
12,000 rpm por 3 min y se decanto el sobrenadante, se lavo la pastilla con etanol
grado biologia molecular al 70 % (1 mL), se centrifugd nuevamente por 3 min. Se
desecha el sobrenadante y se dejo secar el tubo por 30 min a temperatura ambiente,

se resuspendio el ADN con 30 L de agua estéril.

La calidad e integridad del ADN se revis6 en gel de agarasa al 12% y su pureza y
mediante lector de Multiskan Go (Thermo Scientific®).

6.6 Confirmacion molecular de E. faecalis y E. faecium

Se ulilizo y modificc el procedimiento descrito por Kariyama et al. 2000, la
identificacion de enterococos se basa en la deteccion de un gen que codifica una D-
alanina-D-alanina especifica para cada especie de enterococo £. faecalis y E.
faecium, con un producto esperado de 941 y 658 pb respectivamente. Ademas, se
utilizo un par de oligonuclestidos como control de ADN dirigido a una region del ADNY
165 (115) de 320 pb. La mezcla de reaccion que se empled fue de un volumen de 25
KL que contenia: 1 uL de la extraccion de ADN (150-290 pg), 10 mM de Tris-HCI, 50
mi de KCI (Invitrogen), 3.0 mM de MgCl, (Invitrogen), 0.2 mM de cada dNTP
(Invitrogen) y 0.5 U de Tag ADN polimerasa recombinante (Invilrogen), la cantidad de
oligonuclestidos utilizada fue de 15 pmol de cada uno, la amplificacion se llevo a
cabo en un termociclador MuftiGene OPIMAX (Labnel Interational, Inc.). Las
secuencias de cebadores que se emplearon se encuentran en la tabla 2. Las
condiciones de los ciclos de PCR consistieron en la desnaturalizacion inicial de 95
*CI5 min, 35 ciclos de amplificacion (94 °C/60 s, 54 “CI70 s, 72 °CI60 ), extensitn
final de 72 °C / 10 min (Kariyama et al, 2000). La amplificacién se verificé por
electroforesis en gel de agarosa al 1.3% teiiido con bromuro de etidio (0.97 uL/30 m!
agarosa) sometido a 90 voltios por 60 min. El lamario del amplicon se verifico con
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base en el marcador de peso molecular 1Kb plus (PROMEGA; Madison, WI-USA) y
con UV de

Tabla 2. Condiciones y oligonucleétidos utilizados para la ampilficacién de dd!- E. faecalis, ddi-
E. faecium, rrs (Kariyama ef al, 2000).

Condiciones nico ‘Ampiicacion Fimal

E.tascals, PR 35X (94 OO, 54 °C0" 72 °CI80) e

E faecum, 165

Especie Primers Secuenci (53 3) Producto (pb)
fascals Fw ATCAAGTACAGITAGTCTTTATTAG

£ faecals taecals Ru ACGATTCARAGCTAACTGAATCAGT o
foecum Fu TTGAGGCAGACCAGATTGACG

€ faecium faecum Ry TATGACAGCGACTCCBATICC o8

5w GGATTAGATACCCTGGTAGTCC
tes Atk nsRy TOGTIGCGGGACTTACCOAAC 2
6.7 Purificacion de de PCRy iacio

Para la purificacién de los fragmentos de PCR de E. faecalis y E. faecium que
posteriormente fueron enviados a secuenciar para confimar la correcta identificacion
de las especies, se empleo el kit GenElute™ PCR Clean-up de Sigma-Aldrich®, el
procedimiento se explica brevemente:

Para preparar la columna, primero se insertd esta (tubo con aro azul) en el tubo
colector, y se adicionaron 0.5 mL de la "Solucién preparadora de columna’, se
centrifugé a 12,000 g por 1 min y se descartd el sobrenadante. Se mezclaron 5
volimenes de la solucién *Binding Solution” por cada volumen de la reaccion de
PCR. Esta mezcla se introdujo en la columna para posteriormente centrifugarla a
16000 g por otro minuto. Se descart el sobrenadante, al filtro de la columna se le
agreg6 ahora 0.5 mL de *Diluted Wash Solution” y se centrifugé nuevamente a 16000
g por 1 min, se descart6 el sobrenadante, se recolocs la columna y nuevamente se
centrifugé a la misma velocidad pero por 2 min esta vez, con la finalidad de efiminar
cualquier resto de etanol. Se deseché cualquier residuo y se pasé la columna a un
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tubo nuevo, se le ariadio entonces al centro del filtro 50 L de “Elution Solution”, se
dej6 reposar por un minuto y después se centrifugo a 16,000 g por 1 min. Se
deseché la columna y se guardé el tubo con el sobrenadante a -20 °C (fragmento de
PCR purificado) hasta su envio para ser secuenciado.

La secuenciacion se llevé a cabo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion en el
Instituto de ia de la UNAM en Ci Morelos, México, el proceso

de secuenciacion fue mediante un secuenciador automatico de ADN de 16 capilares
(Applied Biosystems, modelo 3130xI).
El resultado de la secuenciacion, se analizé con la base de datos del NCBI (National

Center for a través de la de BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool). El analisis se realizo utiizando megablast, para

localizar las secuencias altamente similares, se seleccion fa base de datos de la
coleccion nucleotidica (Nucleotide collection nr/nt) del gen Bank y con valores por
default que maneja el sistema (E value =0) (Zheng et al, 2000). Ademas, con la
finalidad de realizar un andlisis mas robusto, no se excluyo ningin organismo, ni se

establecieron limites para la bisqueda en la coleccion de datos.

UNIVERSIDAD ATEDAA D RAVART

SISTEMA DE BIBUUTECAS
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7. Resultados y Discusion
7.1 Muestreo y conteo de UFC

La recoleccion de muestras se llevé a cabo a finales del mes de febrero de 2016, s
contemplaba realizarla en la segunda mitad del afio 2015 pero las constantes lluvias
que iniciaron semanas antes de a fecha programada alteraron la concentracién de
enterococos presentes en la muestra de Rio y con ello se habrian limitado las
posibilidades de llevar a cabo los objetivos originalmente planteados,

Se realizaron 3 pruebas piloto a las aguas del rio Mololoa en los meses de enero y
febrero de 2016 con fa finalidad de comprobar si los niveles bacterianos se
encontraban estables; en dichas pruebas los valores permanecieron en el mismo
orden de magnitud, oscilando entre 1.5x10* a 2.1x10* enterocacos por mL; para la
recoleccin de estas muestras se siguio el mismo protocolo establecido.

Figura 2. Puntos de recolecclén de musstra. (A) Registro de descarga de
aguas residusles de Servicios de Salud. (B) Registro de descarga de aguas
residuales del hospial del IMSS. (C) Efluente del flo Mololoa
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Una vez asegurada la estabilidad en la muestra ambiental se pasé a recolectar cada
una de las muestra contempladas, 3 procedentes de aguas residuales hospitalarias
(IMSS, ISSSTE y SSA) y dos mueslras procedentes del cauce del rio Mololoa
(afluente y efluente), dicha recoleccion se realizo en un solo liempo, su transporte
acorde a lo reglamentado fue a 4 °C y su andlisis se llev a cabo en las 3 horas
posteriores a su toma. Cada muestra por separado y en condiciones estériles fue
homogeneizada y diluida por duplicado con los siguientes factores de dilucion: 1/10,
1/100, 111000, 1110 000, 1/100 000 con Ia finalidad de conocer la concentracion de
enterococos presenta en cada zona de estudio; cada una de las diluciones fue
inoculada en una caja de Pelri con agar KF e incubadas a 37 °C por 48 h. A partir de
las diluciones, se obtuvo el nimero de UFC/mL de Enterococcus presentes en cada
lugar y en la figura 3 observamos dicho contraste encontrado en las diferentes

muestras.

UFC de Enterococcus por
punto de muestreo

UFC/mL (10

; l
. - -

WSS ISSSTE SSA Rio Rio
efluente  afluente
Puntos de muestreo

Flgura 3. Unidades Formadoras de Colonias de
Enterocaccus, abtenidas por punto de muestrec.
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La mayor concentracion de enterococos se encontrd en las aguas residuales del
Hospital General de la Zona 1 del IMSS, con un nimero de 4x10° UFC
enterococos/mL. Comparado con el resto de muestras, éste superd ampliamente al
resto, ya que los valores que encontramos en los olros 4 lugares son un orden

inferior. Por ejemplo, el nimero de enterococos presentes en el Rio (efluente) fue de

2x10* UFC/mL. no se en la muestra
tomada en el afluente del rio Mololoa, lo cual nos deja de antemano ef conocimiento
que la carga de enterococos que encontramos en la muestra del efluente, procede en
su totalidad de la ciudad de Tepic,

El analisis de los niveles microbiologicos del agua del rio Mololoa contra los niveles
permitidos para los cuerpos de aguas superficiales (Olivas-Enriquez ef af, 2011;
Vermont, 2009) nos permite observar lo siguiente (Figura 4). Primeramente la
publicacion “Calidad del Agua™ de la Organizacion Mundial de la Salud, estima una
relacion de 10:1 de coliformes fecales por cada enterococo. Por lo que los niveles de

contaminacion de las aguas del rio mololoa matematicamente se encontrarian hasta

Niveles para determinar la calidad
microbiolégica de cuerpos de agua superficiales

25
_ 2 2
g 2
s
£
2
Sos
0 0,0002
o
Bguabebible  Aguasegwa  Riegoageicols Aguanorecreatva o Mololoa
(Enterococcus/mL)

Tipos de agua

Figura 4. Comparativa de los niveles para determinar la calidad microblolégica en cuerpos de
agua superficial
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10 veces por encima del valor maximo para considerar al agua no segura para
ningun tipo de aclividad. En el caso de los niveles establecidos para considerar al
agua segura para actividades recrealivas o de riego, los niveles estimados.
superarian por 100 y 10,000 veces el limite establecido lo cual pone de manifiesto,
sin duda, el gran problema que actualmente esta presente en éste rio.

7.2 Aislamiento de enterococos a partir de las muestras

Para la elaboracion del cepario de enterococos con el que se trabajaria mas tarde, se
seleccioné una caja que contenia alguna de las diluciones y que nos permitiera tomar
100 colonias de forma aleatoria con la finalidad de aislarlas, esto para cada punto de
muestreo, cada colonia fue incubada primeramente en caldo LB, a 37 °C por 24 h y
posteriormente inoculada en una caja con agar KF con la finalidad de comprobar la
ausencia de contaminaciones. Se lograron aislar sin problemas un total de 373
cepas, las 27 restantes presentaron problemas durante su cultivo por lo que se
decidio trabajar solo con las 373 primeras, de las cuales 97 (26%) procedieron del
Hospital General de la Zona 1 del IMSS, 91 (24%) aisiados del Hospital General *Dr.
Aquiles Calles Ramirez’ del ISSSTE, 88 (23%) aislados del Hospital Civil
“Dr. Antonio Gonzalez Guevara” de SSA y 97 (26%) aislados procedentes de la

muestra efluente del rio Mololoa
7.3 Ensayo de gelatinasa enterococcica

El primer paso para determinar las cepas de enterococo con actividad fenotipica de
virulencia, fue el encontrar las positivas a la produccion de gelatinasa enterocéccica
mediante el ensayo de licuefaccion de gelatina. En un primer ensayo, se empleo el
medio de gelatina nutiitiva, siguiendo el método establecido por el fabricante y
utilizando como control a Pseudomonas sp, los resultados obtenidos  fueron
negativos para los 373 aislados con un tiempo de incubacion 14 dias a 37 °C, el
lapso para confirmar la presencia de la enzima en Pseudomonas sp fue de solo 24 h.

Al comparar la turbidez de los tubos inoculados, se observé un crecimiento muy bajo
© el nulo crecimiento de las 373 cepas analizadas, efecto que no se observo en
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nuestro control negativo (€. coli) ya que éste presents la misma turbidez que el
control positivo en el mismo lapso de tiempo, por lo que se decidié enriquecer el
medio de gelatina con caldo nutritivo. Bajo esta modificacién tanto el control positivo
asl como el control negativo no mostraron alteraciones en su tiempo de respuesta ni
en los resultados arrojados.

Esta modificacién a la metodologta no solo mejord ef crecimiento de los aislados
sobre el medio, sino que ademés en el 62% de estas presents una licuefaccién de la
gelatina en un lapso no mayor a las 72 h a 37 °C (Figura 5). La adicién del caldo
nutrtivo al medio de gelatina nutritiva, supone una concentracién de 2 veces para los
componentes de extracto de carne (de 3 g por ltro, el medio enriquecido contenia 6 g
por litro) y de peptona de gelatina (de tener 5 g, pasd a contener 10 g por itro), estas

el iento de los sobre el medio y a la

par, manifestar la actividad de la enzima gelatinasa para degradar la gelatina
presente. En ofros estudios con enterococos, no se hace mencién a problemas
relacionados con el crecimiento de la cepa, tal como lo sucedido en éste caso. Sin
embargo, se utilizan principalmente medios de cultivo como agar tripticasa soja o
agar Columbia inclusive agar de Infusién Cerebro-Corazén a los cuales se les
suplementa gelatina (Caraffni et al,, 2009, Ledesma et al., 2015, Padilla et al. 2012).

Tabla 3. Namero de cepas gelatinasa
positivas sobre cada punto de

muostreo.
Punto  de Cepas
Muestreo  gelatinasa
positiva
IMSS 51/97
1SSSTE 56191
SSA 67188
Rio 5897
Total 232 62% Figura § Ensayo doluefaccian do gelatn. Tuo

positiva, tubo 2 negativo

Sin embargo, en algunos de los casos es necesario utilizar reactivos para revelar la
actividad sobre la gefatina presente en el medio, éste hecho supondria una ventaja
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de la técnica empleada en nuestro trabajo. ya que solo se requirio de enfriar el medio
una vez pasado el lapso de tiempo para diferenciar aquellas pruebas positivas de las
negativas, de igual modo, si contrastamos fa técnica empleada con las técnicas que
utilizan medio Infusion Cerebro-Corazén o agar Columbia, resufta nuestra prueba
mucho mas accesible y econémica, ademés de poder utilizar volimenes de medio

muy inferiores.

Cepas con actividad de ge‘a:masa
&0
70
£ 60
g 50
a0
€30
ﬁ 20
10
o
IMss 1SSSTE SSA Rio Mololoa
PUNTQ DE MUESTREQ

Figura 6. % da cepas con actividad de gelatinasa obtonidas por
cada punto de muestreo. La muestia procedente de Servicios de
Salud mostio el mayor nimero de enlerococos gelatinasa positivas le
siguio la muestra def ISSSTE y por iffimo la del IMSS, ef porcentaje
de enterococos gelatinasa positives del Rfo se silio solo 2 puntos por
dabajo de la muestra del ISSSTE

El resumen de las cepas con actividad de gelatinasa se encuenira en Ia tabla 3 y
Figura 6. EI 62% de las muestras positivas a la gelatinasa se distriouyé de la
siguiente manera: de ias muestras procedentes del hospital del IMSS 51 fueron
positivas a la gelatinasa, lo que equivalen al 53%, del ISSSTE resultaron 56
posilivas, lo que equivale al 62%, el mayor numero de aislados con actividad

fenotipica de gelatinasa lo enconiramos en las muestras de Servicios de Salud con
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67 muestias (76%) y de las cepas procedentes del rio, el 60% resultaron positivas,
s decir 58 cepas. En el caso de las muestras clinicas, la incidencia de gelatinasa en
enterococos varia dependiendo su origen de aislado, ya que fas procedentes de
infecciones como endocarditis, fos valores de gelatinasa encontrados se situan en un
80% aproximadamente, en cambio si hablamos de muestras hospitalarias como
orinas o aisladas del propio ambiente hospitalario los valores se establecen por
debajo del 30% de incidencia; en nuestro caso, los valores de gelatinasa en
enterococos de agua residual se situaron en promedio un 64%, valores elevados
para el tipo de muestra que se esta empleando (Caraffini ef af,, 2000, Ledesma ef af,
2015, Padila et al. 2012). Para la muestra ambiental, las referencias nos ponen
valores de incidencia desde el 30% al 80% para actividad fenotipica de gelatinasa en
enterococos ambientales, lo cual se silua en una media que encuadra con estos
puntos porcentuales (Lata et al,, 2009, Lata et al, 2016, Daniel et al,, 2017).

7.4 Ensayo de B-hemdlisis “Citolisina enterococcica”

De las 232 cepas que resullaron positivas a la prueba de gelatinasa, se buscaron
cuales presentaban ademas actividad hemolitica, dicha actividad esta mediada por la
expresion de la citolisina. Para llevar a cabo el analisis de este factor, se empled agar
sangre, ulilizando sangre de cordero al 5%. Una vez que fueron inoculadas por
picadura e incubadas a 37 °C por 48 h fueron analizadas, se consideraron como
cepas P-hemoliticas aquellas colonias que presentaron un halo lransparente a su
alrededor, en total se obtuvieron de éste ensayo 36 cepas B-hemoliticas de las 232
analizadas (Figura 7). La cilolisina o hemlisina B es una toxina exiracelular, es la
Gnica bacteriocina de este grupo capaz de lisar células eucarislicas. Por lo que
representa un interés especial ya que su actividad incrementa la virulencia de los

enterococos en diferentes modelos de infeccion (Ledesma et af,, 2015).
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Figura 7. Resultado de la prusba de hemolisina. £1 halo
transparente que Totes ' a o, nich o Bremdlats 50
te do st

Resalta de sobremanera el hecho de que ninguno de los enterococos B-hemoliticos.
procediera de la muestra recolectada del Hospital General de la Zona 1 del IMSS
Esto sugiere una menor virulencia en los enterococos que surgen de éste lugar, ya
que la presencia de citolisina en enterocacos es uno de los factores que contribuye a
las infecciones de endocardio. Por iltimo, los resultados de B-hemlisis se obtuvieron
mediante sangre de cordero. Sin embargo, también se realizé la prueba de hemolisis
con sangre humana al §%, esta prueba fue negativa para los 232 enterococos
gelatinasa positiva, Esto contrasta algunes estudios que han informado la actividad
hemolitica utilizando como prueba ta heméiisis de agar sangre con sangre humana
(Cafini et af, 2015; Tuhina et al, 2016). Si bien, se establece Ia sangre de cordero
como la 6ptima para esta prueba, no se le sefala como la tnica que debe emplearse
contra los enterococos por o que el hecho de que las bacterias usadas en este

trabajo no actuaran sobre la sangre humana deja una interrogante de momento.
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Tabla 4. Relactén de las cepas gelatinasa positivas con actividad hemolitica.

Punto de  Cepas B-Hemoliticas No. de

Muestreo cepas

IMSS Ninguna 0

ISSSTE BS, B38. B50, B56, B61, B63, B68, B2, B8Y, BI1 10

SSA C13, C14, C15, G18, €20, C21, €23, C25, €286, C35, 14
€42, C44, C56, C65

Rio R1. R2. R28, R30. R39, R48, R49, R57, R60, R68, 12
R72, R73

Total 36

El resumen de las cepas que resultaron positivas a la B-hemdlisis se presenta en la

tabla 4, en este caso 10 cepas de del ISSSTE

actividad a gelatinasa enterocéccica y citolisina, 14 cepas de la muestra de Servicios

de Salud y por iltimo 12 cepas de enterococo de la muestra obtenida del efluente del

rio Mololoa, de los enterococos con actividad de gelatinasa de la muestra del IMSS

ninguno mostré actividad hemolitica. Los resultados obtenidos coinciden con lo
ala de esta istica en las especies de £.

faecalis y E. faecium y con ello, su hacia De
los 373 aislados 36 resuitaron positivos a cilolisina lo cual representa un 14% de los
aislados, esta proporcion coincide con lo reportado en ofras investigaciones. Sin
embargo, se resalta nuevamente el hecho de que ninguno de los asilados
procedentes de la muestra del IMSS presentara esta caracteristica (Ledesma ef al.,
2015, Caraffini et al., 2009).
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7.5 Confirmacion de las especies de enterococos

Se extrajo el ADN de las 36 cepas de enterococo que mostraron actividad fenotipica
a ambos ensayos, el ADN que se obtuvo de cada una de ellas fue analizado en gel
de agarosa al 1.2% para observar integridad (Figura 8), se observo que ademas de
la banda que contenia al ADN cromosomal, se mostraron 2 bandas mas, de un
menor tamafio, lo que corresponde a ARN, por o que las muestras fueron tratadas
con RNAsa, para eliminarlo, ya que la presencia del ARN durante la prueba de PCR
para identificar la especie de enterococo no permitia la amplificacion de la banda
correspondiente a E. faecalis. Kariyama en su trabajo hace mencion de problemas
relacionados con la amplificacion de las bandas, estos problemas se originan al
utilizar una extraccién de ADN por métodos fisicos (calor), por o que la presencia de
componentes celulares durante la PCR, hacian que esta mostrara resultados no
consistentes. Sin embargo, al realizar la extraccion mediante Kit. los problemas no se
presentaban. En nuestro caso, la simple presencia del ARN pareciera habermnos

ocasionado problemas similares.
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Figura 8. Gol do agarasa con muesiras de ADN. Se observa a banda de mayor peso molocular
ON al ARN de la bacteria
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En la figura 9 se visualizan las amplificaciones mediante PCR para la identificacion
de las especies de E. faecalis y E. faecium. Los resullados del ensayo se resumen
en la labla 4, en donde observamos una fraccion de E. fascium muy superior, con 33
de los aislados que resultaron positivos a ambas pruebas fenotipicas y solamente 2
aislados amplificaron para la especie E. faecalis, uno procedente de la muestra
obtenida del hospital de servicios de salud y ofro mas presente en la muestra
recolectada del efluente del Rio. Una cepa adicional no amplifico para ninguna de las
dos secuencias. Sin embargo, esta si amplifics el control para ADNF 16S por lo que la
especie de este enterococo se encuentra enire las minorias del género, como

pudiera ser £. gallinarum, E. durans hirae 0 algun otra especie dentro del género.

r
Erecass’ £ tuvcos U
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capy E Joceium E taecum
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Figura 9. Gel de agarosa con la de fos fragmentos
faecais, ddL£. faocium y 168 (er). | fragmento conespondierte o . faecals so encuenlra el Iado
izquierdo cel marcador de tamatos 1Kb, y coriesponde a 341 pb, el fragmenta para

ubicado a Ia derecha del marcador coresponde a Un lamario de 658 pb, por T o hagmenm 4
ADNr 168 (r1s) correspande a un tamano de 320 pb

La alta incidencia de E. faecium contrasta definitivamente con las proporciones que
se registran en los esludios sobre enterococos ya que esta especie reporta
concentraciones mucho menores cuando se aislan grupos de enterococos a nivel de
género en diferentes muestras. En general, en algunos estudios muestran
proporciones del 10% hasta el 40% de los aislados. No obstante, en nuestro estudio
la incidencia de E. faecium bajo los criterios de seleccién empleados ascendio hasta

el 91%.
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Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos durante la PCR en la identificacién de especie
para los enteracocos hemoliticos, gelatinasa positivos.

Punto de  Enterococcus Enterococcus  Sin
Muestreo faecalis faecium  identificar Total
IMSS o 0 0 0
ISSSTE 0 10 0 10
SSA 1 13 0 14
Rio 1 10 1 12
Total 2 33 1 36

Se debe resaltar el hecho que el 27 de febrero de 2017 la Organizacion mundial de la
Salud publico en Ginebra la primera “Lista de Patogenos Prioritarios” en la que se
incluyen las 12 familias de bacterias mas peligrosas para la salud humana. En la lista
se pone de relieve especialmente la amenaza que suponen las bacterias resistentes
a miltiples antibioticos. Estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar
nuevas formas de resislir a los tralamientos y pueden transmitir material genético que

permite a olras bacterias hacerse farmacorresistentes.

Dentro de esta lista, aparece E. faecium en el grupo de bacterias con prioridad
elevada en donde tiene la posicion numero 1, hecho que plantea la problematica que

esta generando esta especie de enterococa.

76 faecium gelatinasa positivos y 6

Estudios enfocados en encontrar una relacion entre la presencia de la gelatinasa
enlerocccica y su papel en el biofilm muestran resultados contrastantes, adicional a
ello, el nimero de aislados que pertenecen a la especie de £. faecium también suele
ser poco frecuente en los estudios de este enfoque, por lo que la presencia del gen
gelE y cepas con actividad de gelatinasa es muy baja (Diani et al, 2014, Soares et
al., 2014, Comerlato et al., 2013). Sin embargo, hay que resaltar que la procedencia
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de los aislados de E. faecium con estas caracteristicas, se ha reportado que
proceden en la mayoria de los casos de un origen infeccioso. Por lo tanto, el
encontrar cepas de E. faecium en esta zona de estudio y mds adn. que estos
aistados expresaran fenotipicamente actividad de gelatinasa y a la par actividad
hemolitica, ponen de manifiesto el peligro que representan ya que estas bacterias
suponen un riesgo para la salud al tener las capacidades de generar un proceso

infeccioso, que se asocia con e de vejiga

urinaria. Por otra parte, se han asociado esle tipo de cepas con una alta resistencia a
antibioticos, entre ellos vancomicina (Diani et al, 2014, Soares ef al, 2014,

Comerlato et al., 2013)

Dentro de fas caracteristicas que definen a la especie de E. faecium la hemolisis es
considerada de tipo gamma, es decir, no hemolitica. Sin embargo, la existencia de £
faecium B-hemoliticos se ha informado anteriormente (Channaiah et af, 2010). En
estos aislados se demostro que, de los delerminanles de virulencia, la citolisina
(cylA) es relativamente comin. Sin embargo, el nmero de aislados con actividad f-
hemoliticos fue mayor a la presencia del gen Cyla, lo que indica la implicacion de

ofros determinantes de cilolisina (Channaiah ef ak, 2010). En nuestro estudio, se

a 33 E. faccium B por lo que, es oportuno considerar
realizar estudios moleculares con la finaiidad de confirmar la presencia de CylA. Esto

complementarfa a informacion si se conoce que éste es el principal determinante

gentico que esta las de B y de no resultarlo,
aunar més para conocer el origen de cepas de E. faecium con B-hemolisis en esta

entidad.

7.7 Secuenciacién de los fragmentos de PCR

Por ultimo, se llevo a cabo la de los que
correspondieron a E. faecalis y E. faecium, se consideré para la secuenciacion, los

cebadores Fw y Rv, con la finalidad de tener la identificacion precisa
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El proceso de secuenciacién se llevd a cabo en la Unidad de Sintesis y

en el Instituto de de la UNAM en Cuermnavaca Morelos,
Mexico, el proceso fue mediante un secuenciador automatico de ADN de 16
capilares {Applied Biosystems, modelo 3130xi).

Las de log se con la base de datos del NGBI, a

través de la herramienta de BLAST. Los resuitados oblenidos de la secuenciacion
mostraron una identidad del 89% para la cadena codificante de ADN correspondiente
al fragmento de £. faecalis, con un valor de £ de 0.0 y una cobertura del 95%, para la
cadena antisentido también se mostré una identidad del 99% con un valor de E de
0.0 y una cobertura del 96%. En el caso de la cadena codificante del fragmento que
comesponde a E. faecium la identidad fue def 99% con un valor de E de 0.0 y una
cobertura del 95%. Por ltimo, la cadena antisentido de E. faecium mostré una

identidad del 99% con un valor de E. 0.0 y una cobertura del 97%.
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8. CONCLUSIONES

El contraste encontrado entre las muestras recolectadas del rio, manifiesta el

problema de contaminacion fecal que genera la ciudad sobre el cauce.

El orden de magnitud de enterococos por mL encontrado en fa muesira del
efluente del rio deja en claro I incapacidad de los sistemas de saneamiento de la
ciudad, ya que estos valores se encontraron en el mismo orden de magnitud que

las muestras de agua del hospital del IMSS y del hospital de Servicios de Salud
La modificacion a la prueba de licuefaccion de gelatina, supone una forma
economica, simple y accesible para evidenciar la actividad de gelatinasa en

enterococos y aporta ventajas sobre los métodos en caja.

Se determin6 un porcentaje de actividad de gelatinasa en los enterococos

similar a los reportados en olras i Sin embargo, el
porcentaje de actividad de la gelatinasa visto en las muestras hospitalarias supera
los valores enconlrados en muesiras similares, esto representa un foco de
atencion al ser un mecanismo que puede emplear el enterococo para la

generacion de patologias.

El porcentaje de enterococos con actividad hemolitica se encontré en los mismos.
valores reportados en otras investigaciones, ya que el 10% de los aislados de
enterococo mostro actividad combinada de ambos factores. Sin embargo, la

distribucion de las especies E. faecalis y £. faecium resultante fue inversa a las

en las que se

Encontrar cepas de E. faecium con actividad de gelatinasa y B-hemolisis,
suponen un riesgo para la salud publica, ya que el aislamiento de esta especie

con dichas i es realizado princiy de fuentes
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9. PROSPECTIVAS

* La existencia de E. faecium gelatinasa positivos y 8-hemoliticos entre las cepas
estudiadas deja una interrogante sobre cuales son los mecanismos que les estan
confiiendo dicha propiedad, por lo que hacer los esludios pertinentes nos
permitira conocer si es por la presencia de los genes gelE asi como de la

citolisina CylA, o si esta conferida por alguno otro elemento de virulencia

Realizar pruebas de resistencia y susceplibilidad a los antibidticos con énfasis a
vancomicina y metiimicina, sera uno de los siguientes puntos en los cuales
enfocarse en los aislados de E. faecium. Tal como hace mencion la OMS, ya que
la resistencia a vancomicina en E. faecium es o que la ha posicionado en la lista

de patogenos prioritarios

Complementar los datos recabados de los elementos de virulencia junto a
estudios de clonalidad, nos permiica establecer el impacto que estan teniendo las
descargas de aguas residuales de los hospitales sobre esta entidad y con ello,
hacer ain mas énfasis sobre la urgente necesidad de tomar medidas de
correccion al respecto
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Anexo 1. RESUMEN DEL CEPARIO

Tabla 6. Resumen general de la informacion obtenida del cepario.
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Para la demostracion y recuento de Enterococos a partir de diversas muestras.

PRINCIPIO

La peptona proteosa es una peptona mixta de alta calidad nutritiva y el extracto de
levadura proporcionan la fuente de nutrientes necesarios para el crecimiento de los
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microorganismos exigentes. La azida de sodio inhibe flora gram negativa, La maltosa
¥ lactosa son utilizadas por la mayoria de los enterococos coma fuente de energia
con formacisn de 4cido, éste se manifiesta por ef vire a amarillo del indicador purpura
de bromocresol. Los enterococos reducen el TTC (2,3.5-cloruro de trifeniltelrazolio)

producienda un color rojo y por ello las colonias se observan de este color.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Agar 15.0 Lactosa 1.0

Azida de sodio 10.0 Maltosa 20.0

Cloruro de sodio 5.0 Peptona proteosa No. 3 10.0

Extracto de levadura 10.0

Glicerofosfato de sodio 10.0

Purpura de bromocresol 0.015

pH72:02

PREPARACION
Rehidratar 71.5 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para

disolverlo por completo. Esteriiizar en autoclave a 121 °C (15 Ibs de presion) duranle

15 minutos. Enfriar a45°Cyen de esterilidad agregar
por microfiltracion 1 mi de solucion al 1% de TTC. Homogeneizar y vaciar en cajas de
Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a 8 °C.

(Standard Methods for the examination of Dairy Products. 2004.)

Anexo 3. CALDO LURIA BERTANI ENRIQUECIDO
uso
Medio de para coli a partr de diversas

muesiras.
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PRINCIPIO
La peptona de caseina y el extracto de levadura proporcionan al medio los nutrientes
necesarios para el desarroflo de los microorganismos. El cloruro de sodio ayuda a
mantener el equilibrio 0smotico.

Inocular en el medio de cultivo la muestra de ensayo. Incubar 24 h a 35 °C. De los
cultivos que muestran desarrollo, efectuar resiembras en medios de cultivo selectivos

por estria cruzada.

FORMULA EN GRAMOS POR LITRO DE AGUA DESTILADA
Cloruro de sodio 5.0

Extracto de levadura 5.0

Peptona de caseina 10.0

PHT72202

PREPARACION

Rehidratar 20 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta completa disolucion. Distribuir en tubos de
ensayo. Esterilizar en autoclave a 121 °C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos.

Conservar en refrigeracion de 2 a 8 °C

*Medio enriquecido con glucosa y NaCl; adicionar por cada litro de medio, 30 g de
NaCl y 50 g de dextrosa anhidra junto al medio y seguir con las instrucciones del
fabricante.

(Norma Intera DIBICO, S. A. de C. V.)

Anexo 4. GELATINA NUTRITIVA ENRIQUECIDA

uso
Para investigar la presencia de microorganismos proteoliticos en analisis

bacteriolégicos a parti de diversas muestras.
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PRINCIPIO

La peptona y el extracto de came proporcionan los nutrientes necesarios para el
desarrollo de los microorganismos. La gelatina es el sustrato para determinar la
capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo proteolitico
(gelatinasas), que licvan la gelatina. EI empleo de este medio de cultivo va a
depender del tipo de estudio a realizar. Incubar a 35 °C 48 h. Resultado: Revisar los
tubos diario para registrar la hidrolisis de la molécula proteica por accion de la
gelatinasa. La licuefaccion se comprueba sumergiendo los tubos en agua helada o
refrigeracion, si hay licuefaccion no se solidifica el medio. Evitar agitar los tubos en
tanto su contenido permanezca liquido. Si la fluidificacion de la gelatina procede
lentamente como generalmente ocurre, la agitacion puede mezclar la gelatina
hidrolizada con la no hidrolizada, dando lugar a una mezcla que se solidifica y da una

reaccion falsa negativa

PREPARACION

Rehidratar 128 g del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 minutos.
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 minuto para
disolverlo por completo. Distribuir en tubos de ensayo. Esterilizar en autoclave a 121
°C (15 Ibs de presion) durante 15 minutos. Enfriar en posicion vertical. Conservar en

refrigeracion de 2 a 8 °C

*Para enriquecer el medio de Gelatina nutritiva con caldo nutritivo se emplearon 8 g
de caldo nutiitivo DIBICO® por cada litro de agua, estos se adicionaron al medio de

gelatina nutsitiva y se continuaron con las instrucciones del fabricante.
(Norma Interna DIBICO, S. A. de C. V.)
Anexo 5. AGAR SANGRE DE CORDERO AL 5%

uso
Este medio de cultivo adicionado de sangre de cordero o conejo desfibrinada estéril
es adecuado para el aislamiento de bacterias a partir de diversas muestras e

investigar su actividad hemolitica,
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PRINCIPIO

La base de agar sangre es un medio nutritivo en donde la infusion de musculo

cardiaco y la peptona, proporcionan las fuentes de carbano, nitrégeno, vitaminas y

factores de El cloruro de sodio acti el equilibrio osmotico
Sembrar las placas sobre la superficie del medio de cultivo por estria cruzada y
picadura sobre las estrias, o que permite observar con mayor claridad la actividad
hemolitica como resultado de la accion bacteriana. Incubar 24 — 48 h a 35 °C
PREPARACION
Rehidratar 40 g del medio en un litto de agua destilada. Reposar 10 a 15 min,
Calentar agitando frecuentemente hasta el punto de ebullicion durante 1 min para
disolverlo por completo. Esterilizar en autoclave a 121 °C (15 Ibs de presion) durante
15 min. Enfriar aproximadamente a 45 °C y agregar 5% de sangre de cordero estéril
desfibrinada girando suavemente el matraz para evitar la formacion de burbujas,
homogeneizar y vaciar en cajas de Petri estériles. Conservar en refrigeracion de 2 a
8°C
(Norma Interna DIBICO, S. A. de C. V.)

Anexo 6. SOLUCIONES UTILIZADAS EN PCR
Buffer (TE) Tris:EDTA, pH 8.0

25 mM Tris-HCL: 25 mM EDTA, pH 8.0
25mL 1 M Tris HCI, pH 8.0 + 50 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0

Llevar a un volumen final de 1000 mL con agua destilada libre de ADNasas.

Lisozima
10 mg/mL; Pesar 10 mg de lisozima de huevo blanco de pollo liofilizada por
cada mililiro de agua ultrapura, homogeneizar la suspension y conservar a -20
“C hasta su uso.
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Soluci6n Salina de Citrato y Sodio SSC20X
Pesar 175 g de NaCl y 88 g de Citrato de Solio por cada litro de solucion,
utilizar agua destilada libre de ADNsas.

Dodecilsulfato de Sodio 10%
Pesar 10 g de SDS y adicionarlos a 90 mL de agua estéril libre de ADNasas.

Disolver y mezclar suavemente, calentar a 35 - 45 °C de ser necesario
Buffer TAE 1X

10 mL de Buffer TAE 50X BioRad® se adicionaron a 490 mL de agua
destilada, la dilucion se homogeneizo y quedo dispuesta para su uso

inmediato

Nota: el agua utilizada para diluir el buffer TAE concentrado 50X a TAE 1X no

tiene que ser estéril
Agarosa 1.3% para gel de Electroforesis

Se pesaron 0.390 g de Agarosa por cada 30 ml de Buffer TAE 1X, una vez
incorporados, se calentd hasta llegar a ebulicion y se mantuvo a esa
temperatura hasta que se hubiera disuelto completamente la agarosa. Se dejo
enfriar a temperatura ambiente y cuando la temperatura de Ia agarosa fuese
tolerable al tacto con la mano, por cada 30 mL de agarosa preparada se
adicionaron 0.97 pL de Bromuro de Etidio (10 mg/mL), se homogeneizé y se
deposité en el molde para el gel de electroforesis.

Anexo 7. OFICIOS APROBATORIOS DEL COMITE DE BIOETICA PARA LA
RECOLECCION DE MUESTRA DE AGUA RESIDUAL.
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M. en C. RAQUEL MOYA GARCIA
COORDINADORA DEL AREA DE LA SALUD
Hospital General ISSSTE

“Dr. Aquiles Calles Ramirez”

Presente

Informo a usted que el Hospital General (B) "Dr. Aquiles Calles Ramirez’ del ISSSTE en
NAVARIT no tiene n participar on la del Protocolo de Tesis
K de sp., en aislados del rio

Wolalos y Hospltalarios en Tepic, Nayarit'
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Ricardo Flores Lopez, Coordinador de Enserianza e Investigacion: Dr. José Luis Flores Garcla,
Jefe de Medicina el Dolor y Cuidados y Secretario Técnico del Comité de Etica e Investigacion

Sin mas agladezc su atencion.
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DEPARTAMENTO DE ENSENANZA E INVESTIGACION

,Q NAYARIT Hospital Civil ‘Dr. Antorio Genzélez Guevara™
‘omeunLo qut e

No. de Oficio: 4344
Asunto: Autorizacién de Protocalo,

Tepic, Nayarit; 01 de Marzo de 2016

C. Q.F.B, HECTOR MANUEL LENDO HERNANDEZ
AUTOR DEL PROTOCOLO DE INVESTIGACION
PRESENTE

Por medio del presente informo a usted que el Pratocala de Investigacién titulado
*Genotipificacién de Enterococcus spp en aisladas del rio mololoa y haspitalarios
en Tepic, Nayarit', ha sido APROBADO par el Comité Hospitalario de Bioética y
Etica en Investigacién del Hospital Civil "Dr. Antonio Gonzalez Guevara”

Sin otro particular, reciba un cordial saludo. ey

ATENTAMENTE

“PPIC NAYART

DRA. CECILIA HERNANDEZ ROMAN
JEFA DE ENSENANZA E INVESTIGACION

Cep-Tum Jete do Tepk - Praserte.
Cep-Archiva
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