
UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NAYARIT
MAESTRiA EN CIENCIAS BIOL6GICO AGROPECUARIAS

UNIVIRSIDAOAUlONOMAOfNAVAIllf

SlmMAOEBIBliOfECAY.

Determinantes de virulencia (gelatinasa y citolisina)
en Enterococcus spp aislados de rio y aguas

residuales hospitalarias

TESIS

PARA OBTENER EL GRADO DE MAESTRiA EN CIENCIAS EN EL
AREA DE CIENCIAS AMBIENTALES

PRESENTA:

Q.F.B. LENDO HERNANDEZ HECTOR MANUEL

DIRECTOR DE TESIS:

Ora. VER6NICA ALEJANDRA MONDRAG6N JAIMES

CODIRECTOR:

Dr. JESUS BERNARDINO VELAzQUEZ FERNANDEZ

Xalisco,NayarilJuniode2017



l1niversUUu£J\ut6nonut M Nayarit

:MaestriaenCiencias'Bio(ogico5i'tgroyecuarias

UNIVERSIDAD AlITONOMA DE NAYARIT
~, ~ POSGRADO EN CIENCIAS BIOL6GICO AGROPECUARIAS

~

CBAPj091j17

Xalisco,Nayarit;20dejuniode2017

M,C.JOSE ERNESTO VILLANUEVA TREJO
DIRECTOR DE AOMlNISTRAClQN ESCOLAR
PRESENTE.

Conbasealoficiodefecha14dejuniodelpresente,enviadoporlosCC.Ora.
Veronica Alejandra Mondragon ,aimes, Or, Jesus Bernardino Velazquez
Fernandez, Ora. Jackeline Lizzela Arvizu Gomez. Or. Jose Navarro Parlida,
donde se indica que ellrabajo de tesis cumple con 10 establecido en forma y
conlenido,ydebido a que ha finalizado con los demas requisitos que eSlablece
nuestrainstituci6n,seautorizaal C.HectorManuelLendoHernandez,conlinue
conloslr~milesnecesariosparalapresenlacion del examen de grado de Maestrla
enCienciasBiologicoAgropecuariasenelAreadeCienciasAmbienlales

Sin mas porel momenlo.reciba un cordial saludo.

C.c.p.-Expediente

Unidad AcademicadeAgricultura.CarreleraTepic~Compo51e18 Km. 9. C.P. 63780. Xalisco.
NayariI.Tels.(311)2-11-Q1-28) 2-11-11-6J Posgrado(CBAP\2-11 -2478

ii



'UniversUUufAutOnoma d:e Nayarit

:M.aestriaenCiencias'Bio(oaico:Afjroyecua:rias

Tepic.Nayarita 14 dejunio del 2017.

Dr. Diego Garcia Paredes

Coordinador del Programa de

Maestria en Ciencias Biol6glco Agropecuarias

Presente

Los que suscribimos, integrantes del comite tutorial del QFB. Hector Manuel

Lendo Hernandez, declaramos que hemos revisado la tesis tilulada

"Determinantes de virulencia (gelatinasa y citolicina) en Enterococcus spp

alslados de rio yaguas residuales hospitalarias" y determinamos que la tesis

pUede ser presentada por el estudiante de maestria en Ciencias Biol6gico

Agropecuarias, con opci6n terminal en Ciencias Ambientales.
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En la presente investigaei6n se trabaj6 eon eepas de enteroeoeo, fueron aisladas a

partir de aguas residualesde los hospitalesmas importantes de la ciudaddeTepiey

del eauee del rio Mololoa. EI prop6sito eonsisti6 en determinar la aetividad de la

gelatinasaenteroe6eeieaylaeitolisinaenteroe6eeieaenestos aislados ya que son

faetores importantes durante la infeeei6n por enteroeoeos, posteriormente se

identifie6 la espeeie de aquellos que mostraron aetividad a ambas enzimas. Lo

anteriorsejustifica porel ereeiente problema que engloba a los enteroeoeos y los

problemas a la salud que se generan poria presencia de elementosdevirulencia

dentrodesugenoma,sumadoalimpaetoquetienenlosambienteshospitalarioseon

laformaci6nypermaneneiadeestoselementosdeviruleneiaysupropagaei6nhaeia

la naturaleza, eventosya confirmados. Lasmuestrasse recoleetaron eonformea las

normasestableeidas, lasbaeteriasseeultivaronenmedioKFycaldoLB;laspruebas

realizadas fueron la teeniea de lieuefaeci6n de gelatina para la gelatinasa

enteroe6eeieaypruebadehem61isisenagarsangreparaladeteeci6ndecitolisina,

as! mismo se utiliz6 peR para la especiaci6n de los enteroeoeos y seeueneiaci6n de

las amplificaciones para eonfimnarlas. Se obtuvieron 373 aislados de los euales 232

fuerongelatinasapositivas(64%),unporcentajemayoralreportado en otros estudios

paraeleasodelasmuestrasdeaguaresidual,eneleasodelamuestrade rioesta

se eneontr6 dentro de los valores reportados. 36 enterococos mostraron una

actividad combinada, por 10 que el poreentaje de enteroeoeos hemolitieos se

eomport6 en los valores reportados. Sin embargo, resalta que en la muestra del

IMSS ninguno resulto positivo. De los 36 aislados, 33 fueron E. faecium 10 que

super6 enomnemente la distribuci6n que tiene hacia E. faecalis ya que este se

eneontr6 en 2 oeasiones, 1 aislado no amplifie6 para ninguna de las 2 espeeies.

Resaltaelusodeunateenieaeeon6mieayaeeesibleparaladeteeei6ndegelatinasa

en enterococos y la existeneia de E. faecium eon aetividad de gelatinasa y 13­
hem61isisjuntoasureeientelistadoporpartedelaOMSeneigrupodebaeteriaseon

prioridad elevada dentrode la Listade Pat6genos Prioritarios.

xviii
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1. INTRODUCCION

Losenterococossonbacteriascomensalesdelascomunidadesintestinalesen

mamiferos y aves. seeliminan del organismo por las hecesy son de facil cultivo.

Bajo condiciones favorables se comportan como pat6genos oportunistas causando

millonesde infeccionesanualmente. Se usan como indicadoresde pat6genos yde

materialfecalenlainvestigaci6nyanalisisdecalidaddeagua. Estopara predecirlos

riesgos en la salud humana ante la exposici6n de aguas contaminadas (Sinclairet

al., 2012). Evidencias de varias decadas de investigaci6n. demuestran que los

enterococospuedenestarpresentesenaltasdensidadespoblacionalesaunen

ausencia defuentesfecalesobviasyque los reservorios ambientalesde estos, son

fuentes y sumideros importantes, con potencial para afectar la calidad del agua

(Byappanahalli etal., 2012).

EI grupo de los Enterococcus son cocos Gram positivos que se observan al

microscopio de forma aislada, en parejas 0 cadenas. Son mesofilicos, sin embargo,

soncapacesdecrecerenunampliorangodetemperaturaquevadesde 10a45'C,

incluso hasta los 60°C por un periodo corto. Ademas, presentan capacidad para

hidrolizar la bilis esculina y la pirrolidonil-~-naftilamida (PYR); crecen sobre bilis hasta

concentraciones del 40%, 6.5% de NaCI y toleran pHs hasta de 9.5. Son ademas,

citocromooxidasanegativo (Quinones, 2010).

Enterococcus faecalis y E. faec/urn son las especies dominantes del genero en el

tracto gastrointestinal humano, ya que representan hasta e195% de la poblaci6n

microbianaqueahihabita. Estafrecuenciadeaislamientoporespecieesconstante

incluso en muestras clinicas provenientes de infecciones nosocomiales (Ronconi &

Merino, 2004). Su repercusi6n como pat6genos y sus consecuencias han ido en

aumentoporla aparici6n decepas multirresistentesya que restan la disponibilidad

de tratamientos a antibi6ticos accesibles y eficaces (Aldana, 2007). EI genero

Enterococcus ocupaba el cuarto lugar como agente en infecciones nosocomiales,

peroconelpasodeltiempoha lIegado atomarel segundo lugar en losultimos 10

anos. E. faecalis representa haste el 90% de las infecciones nosocomiales por
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enterococos en humanos (Arias & Murray, 2012). Esta tendencia se ha atribuido a la

creciente resistenciaa los antibi6ticos entre los aislados clinicos de los enterococos.

Una rapida propagaci6n en la resistencia a vancomicina por los enterococos (VRE),

hasidomotivodeespecialpreocupaci6ndebidoaqueeslaultimaopci6nterapeutica

ante infecciones. Muchas cepas asociadas ala salud que son resistentes ala

vancomicina tambien muestran resistencia ala penicilina, asi como resistencia de

alto nivel (HLR) a los aminogluc6sidos (Agudelo & Huycke, 2014).

Sumado a la resistencia a antibi6ticos, 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 0 sustancias

producidasporlosmicroorganismosquesonnecesariosparacausarenfermedado

potenciar su capacidad de hacerlo. Estas moleculas les permiten a los

microorganismosincrementarsugravedad en laenfermedad,olesfacilita elpoder

hospedarse en su huesped, a pesar de su patogenicidad relativa (Padilla et al.,

2012).

1.1 Enterococos: Factores de virulencia y regulaci6n

Enlaactualidad setieneplenoconocimientoquelavirulenciade un organismoesta

mediada poria codificaci6n de genes de virulencia, los cualesestan presentesen

regiones especiales dentro del genoma, a las cuales se les denominan islas de

patogenicidad (PAl). En el genero Enterococcus se identificaron por primera vez

dentro del genoma de una cepa resistente a multiples farmacos de E. faecalis

(MMH594)(Giridharaetal., 2009)

Son varios los factores de virulencia que han side descrilos en el genero

Enterococcus, entreellos, principalmente losreferidos para lasdecepasE. faecalis.

Entre estos encontramos el Antigeno A (EfaA), Adhesina del colageno (Ace) la

Sustancia de agregaci6n (Asal 0 Agg), Gelalinasa (GeIE), Proleina enleroc6ccica de

superficie (Esp), Citolisina enleroc6ccia (CyIA) y Hialuronidasa (Hyl) (Silva et al.,

2012). Eslos facio res genelicos, codifican proleinas 0 enzimas que les permilen a los
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microorganismosincrementarsu severidad en la enfermedad, 0 lesfacilita el poder

hospedarseensuhospedero(Padilia etal., 2012).

Tabla 1. PrincipalesfactoresdevirulenciadescritosenEnterococcus spp.

Factor de

virulencia

AntigenoA

colflgeno

agregaci6n

Gen Descripci6nyfunci6n

Componente lipoproteico, de un transportadorde metalesABC en
donde probablementefuncione como un receptor de la protefna de
uni6ndelcomplejoABC.

EsunaadhesinaqueseunealoscolagenostipolylVademasde
laminina.Esunfactordevirulenciaeninfeccionesdeendocarditisy
tracto urinario, se ha demostrado que sus concentraciones
aumentan bajo la presencia de suero, sales biliares, orina,
colagenoytemperaturasde46·C

Proteinaunidaalasuperficiequeseexpresaenrespuestaala
inducci6ndeferomonas. conviertelasuperficiedela bacteria en un
adherentepotencialhaciacelulas receptoras. formandocumulosy
facilitalatransferenciadeplasmidos

desuperficie

Enzima, zinc metaloproteasa, factor en la promoci6n de fa
gelE formaci6n de biofilm; se hipotetiza que podrfa ser capaz de

modificar la superficie celular, factor de virulencia importante en
peritonitisyendoftalmitisusandoratonescomomodelo

Es uno de losfactores reportados como importantes dentro de la
formaci6n debiofilm y ademas se piensa que es una adhesinaque
contribuyeen lacolonizaci6ndecelulas epiteliales del tract0

Toxina litica, asociada en infeccione agudas y terminales,
cyl constituida pordos subunidades las cuales provocan lisis celular,

actua sobe un amplioespectrode celularentre elias provocar la
lisisde los eritrocitos.

Proteina, seconsidera que esta hialuronidasa contribuye en la
hyl invasi6n de la nasofaringe y neumonia pneumococcal. La enzima

esprincipalmentedegradativayseasociaadanodetejidos.
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1.1.1 Gelatinasa enteroc6ccica GelE

La zinc metaloproteasa gelE,es un factor que Ie permitea la bacteriaactuarsobreel

sistema inmunol6gico del hospedero ademas de ser un factor en la promoci6n de

formaci6n 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), fsr (Dunny et

al., 2014).

La inactivaci6nycaracterizaci6nfenotipicadelos 18 reguladoresderespuestapor

mutaci6nmostraronlaatenuaci6nenlahabilidaddeformaci6ndebiofilmen elcaso

delreguladorderespuesta15(RR15)elcualpreviamentehabiasidoreportadocomo

parte del transductor de senal de QS del sistema Fsr el cual responde a la

acumulaci6n de GBAP (Gelatinase Biosynthesis-Activating Pheromone) un peptido

lactona de 11 amino acidos. EI sistema Fsr de E. faecaJis parcialmente se asemeja al

sistema Agr de Staphylococcus, donde una histidin kinasa (FsrC) responde a la

acumulaci6n de GBAP para fosforilar el regulador de respuesta cognado (FsrA)

(Dunny et al., 2014). Por 10 tanto, es claramente un sistema de dos componentes.

Posterior a esto se demostr6 que la forma fosforilada de FrsA es requerida para

reconocer la secuencia diana del ADN para promover la transcripci6n y que su

dominic de reconocimiento al ADN es del tipo LytTR (Litter domain Transcriptional

Regulator), consta de cuatro cadenas beta y tres helices alfa). La producci6n de

GBAP surge del procesamiento de un precursor pro peptido de 53 aminoacidos

codificada por fsrD. EI procesamiento del pro peptido y su exportaci6n por la

membrana, mediante FsrB, conduce ala acumulaci6n externa de GBAP. EI sistema

Fsr se ha visto involucrado en la regulaci6n de muchos genes, incluida la

autorregulaci6n del oper6n fsrBCD, y de los genes co-transcritos gelE-sprE (Dunny et

al., 2014).

EI mecanisme por el cual GelE regula positivam~nte la formaci6n de biofilm hasta el

momento sigue desconocido, aunque se hipotetiza que GeIE, as! como Esp, podrian

sercapacesdemodificarlasuperficiecelularbacterianaenvirtuddesuhabilidadde
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romper los substratos en residuos hidrofobicos. Una hipotesisalternativa involucra la

habilidad de GelE de activar autolisinas de la pared celular, SprE tambie!n se ha

mostrado en ser un factor de virulencia importante en peritonitis usando ratones

como modele 0 en endoffalmitis de raton como modele (Tendolkar et al., 2004).

1.1.2 Citolisina enteroc6ccica CylA

Es una toxina Iitica, asociada en infecciones agudas y terminales; se encuentra

constituida por dos subunidades, mismas que interactuan para provocar la lisis

celular. Ejerce actividad contra un amplio espectro de celulas, inciuye;bacteriasgram

positivas, eritrocitos, celulas de retina, leucocitos polimorfonucleares y celulas

epitelialesintestinales.Esunaproteinamodificadapostranscripcionalmenteyhasido

determinada en e160% de los brotes de E. faecalis. Las caracteristicas que se

atribuyen a la citolisina son relevantes,yaqueademasdecausar lalisisdeeritrocitos

humanos, tambien presenta un efecto organotoxico (Mundy et al., 2000). Ademas, se

ha demostrado un mecanisme autoprotector en Enterococcus productores de

citolisina, 10 que facilita la prevalencia de Enterococcus en el sitio de la infeccion

(Sanchez,2008).

Eigen que la codifica, forma parte de un operon que contiene ocho genes,loscuales

son, cylR1, cylR2, cylLl, cyls, cylM, cylB, cylA Y cyll (Cobums & Gilmore, 2003). Un

complejoquecodifica5productosgeneticosquesonnecesariosysuficientesparala

producci6n de cilolisina. EI modele de expresion de la citolisina, maduraci6n,

secreci6nyactivaci6n,incluyedossubunidadeseslructurales(codificadas por los

genes cylLL y cylLs) , que son modificados post transcripcionalmente e

intracelularmenle porel producto del gen cylMy Iransportado fuera de la celula por

un transportador de cassette con uni6n a ATP, codificado por cylB; despues de la

extemalizacion,los componentes precursores de la cilolisina son activados porel

produclo genetico de cylA, un activador exlracelular serin-proteasa. EI sexlo gen

(cylf)codifica una proleina responsabledelainmunidaddela bacteriaproduclorade

cilolisina hacia la citolisina. Los seis marcos de lectura abierta estan incrustadosy

orientados en la misma direcci6n. La regulaci6n de la expresi6n de citolisina fue
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descritoen 2002 por Haas ycolaboradores, como un sistema dedoscomponentes

en respuesta a una autoinducci6n de as. Estudios adicionales, demostraron, que

otros dos genes (cylR1 y cylR2) codifican productos que estan implicados en la

represi6n de la transcripci6n de los genes de citolisina por un mecanisme de as
(Semedoeta/., 2003).

1.1.3 Proteina de superficie enteroc6ccica Esp

La proteina de superficie enteroc6ccica, es uno de los factores reportados como

importantes dentro de la formaci6n de biofilm en E. faecalis, fue inicialmente

identificado en un aislado resistente a gentamicina (MMH594) y posteriormente en

una isla de patogenicidad (Tendolkar et a/., 2004). Se expresa como una larga

proteinaexpuesta en superficiecon una masa molecular de aproximadamente 202

kDa, se piensa que es una adhesina que contribuye a la colonizaci6n de ce!lulas

epitelialesdeltractourinarioyen laformaci6ndebiofilm. Supresenciaen brotesde

VRE en hospitales, sugieren un papel del gen en la transmisi6n nosocomial (Leavis

eta/., 2004).

De la secuenciaci6n y analisis del gen esp procedentede la cepa P61 de E. faecium

se revel6 que pertenece a la familia de las proteinas de superficie expuestas con

estructuras repetitivas como la C alfa y Rib de Streptococcus aga/actie y la R28 de S.

pyogenes 0 la proteina Sap de S. aureus, todas estas involucradas en virulencia y

protecci6n ante sistemas inmunitarios, incluso se ha observado una similitud entre

las secuencias predominantemente en las regiones repetidas(Leavis eta/., 2004).

Unodelosestudiosrealizadosala isla de patogenicidaddonde procede Esp, report6

7 marcos de lectura incluido el gen esp, en su busqueda de homologia usando

GenSank/EMSL se predijo la secuencia de aminoacidos de los 7 marcos de lectura y

deestos,eltercerocorrespondi6algen esp(Leaviseta/., 2004).

En el2011, Top y colaboradores demostraron que la isla de patogenicidad es auto

transmisibleycontienecaracteristicasde un elementoconjugativointegrativo,porlo

que fue renombrado ICEEfm1 (Integrative Conjugative Element of Enterococcus
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faecium 1") (Top et a/., 2011). Sumado a las pruebas de que Esp esta involucrado en

laformaci6ndebiofilmycontribuyeenciertaspatologias,sedemostr6 una expresi6n

variable de Esp entre cepas y condiciones de crecimiento (Wamel et a/., 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 eta/., 2013). EI analisis de la organizaci6n genetica de la regi6n de esp sugiere

queespartedeunoper6nquetiene5genes,queinciuyeanoxquecodifica para

una NADH oxidasa putativa, efmE1162_1544 (que codifica para una muramidasa

putativa,efmE1162_1543(quecodificaparaunapermeasaqueconfiereresistenciaa

drogas) y efmE1162_1541 (ademas de otra proteina putativa efmE1162_1542)

(Leaviseta/., 2004).

En la investigaci6n realizada por Top y colaboradores en 2013, se identific6 el

regulador de la expresi6n de esp, designado como EbrB, (Enterococcal Biofilm

Regulator B) el cual esta localizado justa rio arriba del gen esp. Ademas, se

demostr6 que esp es parte de un oper6n que inciuye por 10 menos dos, 0

posiblemente tres genes que estan localizados rio abajo. EbrB, una proteina que

contiene caracteristicas C-terminal de HTH (helix-tum-helix) procedente de un

reguladortrascripcional tipoAraC, regula positivamente la expresi6n la proteina Esp

quepertenecealafamiliadeproteinasAlptantoenE.faecalisyE.faecium,talcomo

se venia sugiriendo desde investigaciones realizadas en diciembre de 2012. Sin

embargo,elreguladorAraC,esun factordetranscripci6n que regula laexpresi6nde

las proteinas del catabolismode la L-arabinosa. Observacionesen la expresi6n de

Espdurantecondicionesdecrecimientodependiente,indicaronquela regulaci6npor

parte de EbrB se induce por senales ambientales, ademas de que se observ6 que

durante el crecimiento bacteriano se incrementaba Esp a nivel de mARN y proteina,

con los niveles mas altos durante lafaseestacionaria, 10 que sugiere un sistema de

regulaci6ntipoQSaunsinidentificar(Topeta/., 2013).
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1.1.4 Sustancia de agregaci6n Agg 0 Asa1

La Sustancia de agregaci6n es una proteina unida a la superficie, codificada en un

plasmidodeE faecalisyseexpresaenrespuestaalainducci6ndeferomonas.Esta

proteinaconviertelasuperficiedelabacteriaenunadherentepotencialhaciacelulas

receptoras, 10 que causa la agregaci6n oformaci6n de cumulos, ademas de que

facilita la transferencia de plasmidos. EI gen que codifica para la sustancia de

agregaci6n se localiz6 a 9.4 Kb desde el origen, dentro del plasmido pAD1 (Bradley

et al., 1994). Esta proteina mantiene interacci6n con las integrinas CD11b, CD18 Y

CR3, gracias ados regiones Arg-Gly-Asp, similares a los que se reportaron

inicialmenteenfibronectinas, las cuales son capaces de unira Ios receptores de las

integrinasen celulaseucari6ticas (Garza etal., 2000).

LafamiliadeplasmidosdeferomonassexualesenEfaecalissondelos sistemas de

conjugaci6nbacterianamaseficientesconocidos;consistenenmasde20plasmidos

loscualesmuestranaltahomologiaensussecuenciasypuedencoexistirenalgunas

cepasdeEfaecalis,yaqueestasbacterias,puedenhospedarvariosdeestos

plasmidos. EI 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 correspondi6 a los plasmidos pAD1 (pTEF1) Y pCF10 (pTEF2) (Hirt et al.,

2005).

Apesarde lafacilidad con la que puedenserdiseminados estos plasmidos, dicha

transferenciaestaaltamentereguladaysoloesinducida porcelulas receptoras las

cualesestan pr6ximas a lasdonadoras. Elproceso surge desde la celula receptora,

la cual secreta feromonas hidrof6bicas compuestas de 7 u 8 aminoacidos de

longitud. Estas moleculas se ancian a una proteina codificada por el plasmido,

entonceslaferomonaestomadaeintroducidaalaceluladonadora 10 cual libera un

bloque transcripcional de la familia represora PrgX (Sex pheromone receptor

proteins). Uno de los primeros transcritos posterior a la inducci6n,codificalaproteina

desuperficie "Sustanciade Agregaci6n o Asa1", dicha expresi6n dacomo resultado
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un contacto fisico firme entre la celula donadora y receptora, permitiendo asi la

transferencia deplasmidos (Hirtetal., 2005).

1.1.5 Adhesina de colageno Ace

La Adhesina de Colagenotal como su nombre 10 indica, es una adhesina que se une

a los colagenos tipo I y IV ademas de laminina, pertenece a la familia de MSCRAMM

(Microbial Surface Components Recognizing Adhesive Matrix Molecules), identificada

por homologia de secuencia al factor de virulencia Cna, otro MSCRAMM de la

especie S. aureus. La expresi6n de ace, codifica un factor de virulencia en

infecciones de endocarditis y tracto urinario. Se ha demostrado que se incrementa

bajo ciertas condiciones como son la presencia de suero, sales biliares, orina y

colageno, 0 temperaturas de 46 ac (Rich et al., 1999). EI mecanisme de regulaci6n

delgen ace, seconsidera incierto. Sin embargo, Lebreton y colaboradores en 2009,

mostraron que en una cepa de E. faecalis (JH2-2), el regulador enterococcal de

supervivencia (Ers), regula negativamente la expresi6n de ace a la vez Que este

regula positivamente otros genes. Cuando se adicionaron sales biliares a la cepa

JH2-2, la expresi6n de ers disminuy6. No obstante, dicha expresi6n no se vic

afectada poria adici6nde colageno 0 porsuerode caballo, ni porelaumentode

temperatura a los 46 ac, por 10 que se considera que otros factores regulan la

expresi6n de ace bajo esas condiciones (Lebreton etal., 2009).

Porotra parte, en el 2014,Cohen ycolaboradorespusieron a pruebael reguladorers

en la cepa OG1RF de E. faecalis y encontraron que Ers en esta cepa no esta

involucradoen la regulaci6n de ace por10 menos, no a un nivel postranscripcional,

ademasdedeterminarquehaydiferenciasenlaregionesrioarriba de ace entre las

cepasJH2-2 y OG1RF. dichasdiferencias pudieranjugar un papel en la regulaci6n

de estefactorde virulencia (Cohen etal., 2013).

Se postula ademas un sistema de dos componentes "GrvRS" (Qlobal Regulator of

yirulence; antes conocido como EtaRS), como un regulador positivo de la

transcripci6n de ace en E. faecalis OG1RF. bajo varias condiciones ambientales
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(Rohetal.,2015).Alutilizarmutaciondisruptivayunafusiondelpromotordeace,se

encontro que el sistema de dos componentes GrvRS, aparentemente controla la

expresi6n de ace en respuesta al suero, generando una regulacionpositivadela

expresion de ace, dejando postulado que GrvRS es el mayor regulador de ace e

importante para la virulencia de la cepa OG1RF de E. faecaJis (Roh et al., 2015).

1.1.6 Antigeno A EfaA

Dentro del grupo de enterococos, la especie E. faecaJis Iidera como causal en

infecciones de endocarditis. Estudios sobre cepas de esta especie dieron a conocer

un anligeno dominante de 37 kDa, reconocido en suero, mediante serodiagnostico

con ELISA, el gen que codifica para este anligeno fue clonado, secuenciado y

designado efaA (Lowe et al., 1995). EI gen efaA forma parte del operon efaCBA, se

postula que codifican un transportador tipo ABC, donde efaA representa el

componentelipoproteico(Lowetal., 2003).

Eigen efaA eseltercergen dentro del operon, lahomologiadelasecuencia,sugiere

que codifican un sistema de transporte de metales tipo ABC, donde el primer gen,

efaC, codifica una proteina de union al AlP; La segunda, efaB, codifica una proteina

transmembranal hidrofobica y efaA probablemente funcione como un receptor de la

proteina de union del complejo ABC. Rio arriba de la secuencia codificante de efaC

seencuentranputativamentesecuenciasShine-Dalgarno,lassecuenciasconsenso­

10 y -35 Y dos secuencias palindr6micas que se han determinado cajas EfaR

(Arntzenetal., 2015, Lowetal., 2003). Estasdossecuencias, invertidasyrepetidas,

asemejan un sitio de union para proteinas rnetaloregulatorias como DtxR de

Corynebacterium diphtheriae; Por 10 tanto, se hipotetizo que la regulacion de la

expresion del operon efaCBA era a traves de manganese via un regulador

transcripcional doble tipo DtxR y que participa en el metabolismo del hierro en C.

glutamicum (Low etal., 2003).

Un hom610go de DtxR fue identificado en el cromosoma de E. faecaJis V583,

designado Efar (ill Begulator of expression), con una longitud de 222 aminoacidos

10
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y una masa molecular de 25.5 kOa. En 2013 Abrantes y colaboradores mostraron

queEfaReselmayorreguladortranscripcionaldetransportadoresdemanganesoen

E. faecalisyqueunamutaci6nenelgenquelocodifica,reducelahabilidad de E.

faecalis para formar biofilms, sobrevivir dentro de macr6fagos 0 tolerar el estres

oxidativo, ademas de todas las propiedades asociadas a colonizaci6n e infecci6n

(Arntzen et al., 2015). La uni6n de EfaR a la region promotora de efaCBA es

promovidapormanganeso,elqueactuacomouncorrepresor(Abrantesetal., 2013).

1.1.7 Hialuronidasa Hyl

La proteina hialuronidasa enterococcica, 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

pneumococcal (Vankerckhoven et al., 2004). La hialuronidasa, se identifico por

primera vez dentro de la cepa E. faecium CV133 y fue confirmada despues en C68

(Riceetal., 2003). Laenzima esprincipalmentedegradativa yseasociaa danode

tejidos (Goliriska etal., 2013).

1.2 Enterococos y sus patologias

Entre las infecciones que producen los Enterococcus a los seres humanos, son

frecuenteslasdeltractourinario, torrentesanguineo, endocardio, abdomen, el tracto

biliar y heridas por quemaduras. Los dispositivos como cateteres, marcapasos, 0

fistulas, suelen serpredisponentesa estasinfecciones (Bradley etal., 1994). A partir

de los anos 70'5 y 80'5, los enterococos se han establecido como patogenos

nosocomiales y se consideran uno de los principales agentes etiologicos de

infeccionesadquiridasintrahospitalariamente. Ocupa el segundo lugarcomo agente

causal de bacteriemiasyelterceragente mas comun de infeccionessituadasenel

tracto urinario (Hidron et al., 2008). Oesplazando incluso a las infecciones

ocasionadas por Escherichia coli y S.aureus (Arias & Murray, 2012).
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La afecci6n correspondea la infecci6nde una 0 masvalvulascardiacas, locual en

dosterceraspartesdeloscasos,esposterioraciertaspatologiascardiovasculares

preexistentes (Garza-Velasco et a/., 2000). Inicia con un episodio bacteremico, al

ingresar el microorganismo a la sangre de afecciones cutaneas, manipulaciones

dentales,intervencionesquirurgicasenlarinofaringe,exploracionesendosc6picasde

lasvlasgenitourinarias oabscesos pulmonares (Aldana, 2007).

La endocarditises una de las mas graves infecciones porenterococos. Debidoa la

resistenciaintrinsecadelosenterococosalaactividadbactericidadelamayoriade

los antibi6ticos, el tratamiento es dificil, incluso cuando enterococos relativamente

susceptiblesestaninvolucrados(Murdoch,eta/., 2009).

Se define la bacteriemia como la presencia de bacterias en la sangre, la mayor

frecuencia esen hombres de mas de 50 anos con unaafecci6n medicapreexistente,

como una intervenci6n quirurgica, quemaduras graves y traumatismos multiples.

Alrededordel80% soncasosdeinfeccionesnosocomialesysu mortalidadasciende

alrededor del 35% (Bearman & Wenzel, 2005). La bacteriemia y endocarditis son las

manifestaciones mas comunes de las infecciones por enterococos (Hidron, et a/.,

2008).

1.2.3Infecci6n de vias urinarias

Los enterococos son agentes etiol6gicos comunes de las infecciones del tracto

urinario(UTls), patologias consideradas como las mas frecuentes entre los pacientes

ubicados en las unidades de cuidados intensivos y estan estrechamente

relacionadas con el usode cateteres. Lasbacterias pat6genas aisladas con mayor

frecuencia son E. coli, Enterococcus sp y Pseudomonas aeruginosa (Garza-Velasco

et a/., 2000). Los factores de riesgo incluyen disminuci6n de las defensas en el

hospedero(Aldana, 2007).
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1.2.4 Infecciones abdominales

infecciones abdominales por E. faecalis pueden producir infecciones

intraabdominales casi siempre como parte de una infecci6n mixta por E. coli, S.

aureus y S. epidermidis (Aldana, 2007). La tasa de mortalidad es elevada cuando la

infecci6n contiene tanto Enterococcus como E. coli (Resnick & Novick, 2000). La

peritonitis, una infecci6n del revestimiento abdominal, ocurre mas a menudo en

combinaci6n con cirrosis hepatica 0 en pacientes que reciben dialisis peritoneal

cr6nica. Los enterococos pueden causar infecci6n monomicrobiana en estas

situaciones, aunque se producen en menorfrecuencia que con E. coli 0 S. aureus

parala peritonitisasociada a dial isis (Agudelo & Huycke, 2014).

1.2.5 Meningitis

La meningitis es la inflamaci6n de las membranas que cubren el cerebro y la medula

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 etal., 2005). La meningitis ocasionada por E. faecium en neonatos, se ha

relacionadocon el descuido de enfermerasy suelen provocarepidemiasesporadicas

(Aldana,2007).

1.3 Habitat como promotor de virulencia

Las infecciones nosocomialesson un problema actual yen constante evoluci6n en

todoel mundo.Aunquedesdehacesigloshaexistido un gran interesporeltemade

las infecciones nosocomiales, ha side hasta hace pocas decadas que el campo ha

tenidoaceptaci6ngeneralquelasreconocecomoun problema reievantedelasalud

pliblica de gran trascendencia econ6mica y social, ademasdeconstituirundesafio

para las instituciones hospitalarias (Espinal, 2003). EI uso de los antibi6ticos para el

tratamiento de infecciones, supone una presi6n selectiva para el desarrollo de

resistencia y su transmisi6n repercute en la supervivencia en el ambiente a largo

plazo(lwerieboretal., 2015).
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La plasticidad genetica que presenta el enterococo de forma nativa, sumado ala

resistenciaintrinsecaquepresentaaalgunosdelosantimicrobianos,es 10 que 10 ha

posicionado actualmente como uno de los principales agentes etiol6gicos de

infeccionesnosocomiales. Porotraparte, poseen gran capacidad para laadquisici6n

de nuevos mecanismos como son los genes de virulencia, gracias a elementos

geneticos m6viles como ph3smidos 0 mutaciones (Dfaz et al., 2010). Aunado a 10

anterfor,lapresenciadecepasmultiresistentesdeEnterococcusseestaconvirtiendo

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

algunas cepas ya son resistentes a todos los antimicrobianos disponibles. Por otra

parte, la automedicaci6n desmesurada en Mexico, que se present6 en aiios

anterioresagrav6estasituaci6n (Amabile-Cuevas, 2010).

La persistencia de estas condiciones originada en el ambiente hospitalario y que

acomparia a las bacterias hasta el ambiente, supone una presi6n 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 0 natural. En

ambientesnaturales, los contenedoresde basura a cieloabierto,cuerposdeaguas

contaminadas, plantas de tratamientos, sedimentos, etc, generan las condiciones

adecuadaspara latransferenciade caracterfstfcas geneticas que aseguran la

sobrevivenciaantediversaspresionesselectivas(Amabile-Cuevas,2010).

1.4 Repercusiones al ambiente

La diseminaci6n de la resistencia a antibi6ticos en bacterias procedentes de

hospitalespuedeocurrirporvariasrutas,aguasresidualesdehospitales,ladescarga

de pacientes, f6mitesyel personal. Los anlibi6ticos en lasaguasresidualespodrian

provenirdelaorinadepacientes,disposici6ndemedicamentoscaducosoderrames

accidentalesdeestos. En conjunto,estoseventos sirven como unapresi6n selectiva

adicional sobre las bacterias presentes en las aguas residuales (Iweriebor et al.,

2015). Por otra parte, la dispersi6n al ambiente de pat6genos provenientes de

nosocomios, representa un riesgo para la salud pUblica, ya que este tipo de

14
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microorganismoscontienenlascapacidadesgeneticasdevirulenciay,enmuchosde

los casos, de resistencia a antibioticos (Mondragon et al., 2011). Los

microorganismos con este potencial genetico, liberados al ambiente, podrim

eventualmentedispersaryperpetuaralgunasdesuscaracteristicasgeneticas,loque

constituyeunriesgoparalasaluddehumanosyanimales.

La transmision de estos microorganismos hacia el medio ambiente se lIeva a cabo

principalmentea travesde la salida de lasaguas residuales procedentesde estos

lugares. La mecanica yel flujoque tienen, hasta lIegara las zonas donde seran

tratadas, produce una dispersion de microorganismosen elaire, que setraduceen

una propagacion de las bacterias en una amplia zona. Del mismo modo, las plantas

detratamientodeaguasresidualesenelcasodelosdepositos,olosestanquesde

aireacion, son medio de proliferacion para las bacterias, 10 que aumenta su

concentracion y la probabilidad de serdispersadas en el ambiente (Korzeniewska &

Harnisz,2012).
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2. ANTECEDENTES

En Mexico,elmanejodeaguasresidualesydisposici6ndebasurasonineficientese

insuficientesloquepropicialadispersi6ndemicroorganismosinocuosypat6genos

(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 poria ciudad), son insuficientes

para la demanda que se requiere; adicional a esto, la existencia de descargas

c1andestinas de aguas residuales municipales no hacen mas que agravar la

problematicade contaminaci6n del rio (Jauregui-Medina etal., 2007). Ladeficiencia

enelsaneamientodelasaguasresidualesqueseproducen, puedepermitirla libre

propagaci6n de bacterias con caracteristicas geneticas precedentemente

mencionadas, hacia el ambiente. Loanterior, genera un grave problema a la salud

publica dada lasactividadesen las que son utilizadas las aguas del rio Mololoa, de

igual modo al ecosistema ante la posible interacci6n con bacterias silvestres de la

regi6n,ademasdelacontaminaci6nproducida.

Ante esta problematica, en el Laboratorio de Resistencia Bacteriana de la UACQByF,

seinvestig6ydemostr61apresenciadebacteriasdeimportanciamedicayveterinaria

en los lixiviados que provienen del confinamiento de basura y las aguas del rio

Mololoa, E. faecalis, Klebsiella pneumoniae, K. oxytoca, Enterobacter cloacae, P.

aeruginosa, entreotrasespecies. De igualforma, sedetermin6, en dichosaislados,

laresistenciaametalespesadostantofenotipica comogenotipicamente,entreellos

mercurio, arsenico, cromo y cadmio. En estos mismos aislados, se ha comprobado

que existe capacidad detransferenciade informaci6ngenetica dedicharesistencia,

porconjugaci6n(Mondrag6netal.,2011).Asimismo,sehaidentificadolaresistencia

a antibi6ticos como va(,comicina, kanamicina, ciprofloxacino, gentamicina y beta­

lactamicos. Por otra parte, tambien se demostr6 la presencia de determinantes

geneticosdevirulencia propiosdeE. coli en Enterobactersp., del lugar. Estoponeen

evidencia ladinamicadetransferencia horizontal que selleva a caboenelambiente
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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

relaci6nclonalentrediversasespeciesdeproteobacteriasaisladasdelasaguas

negras que lIegan a la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales "EI Punto", con

las de los lixiviados del basurero municipal"EI Ixtete". Ambas corrientesconfluyenen

el rio Mololoa. Ademas, de presentar las mismas caracteristicas geneticas, estos

grupos comparten plasmidos con el mismo peso molecular a su respectiva e10na

(Pacheco, 2014).

De los aislados enteroc6ccicos del rio Mololoa, se report61a presencia de los genes

devirulencia asa1 y gelE en 15 cepasaisladasde 3 sitiosdistintosen la periferia del

rio(Gutierrez-Meza,2013),genesinvolucradosen laexpresi6ndevirulenciadurante

patologias (asa1, gelE) e involucrados en procesos como la formaci6n de biofilm u

obtenci6n de nutrientes (geIE). Posteriormente, los genes acel, efaA (Antigeno A) y

esp, fueron reportados en un mayor numero de enterococos obtenidos de los mismos

sitios de muestreo (Lendo-Hernandez, 2014); nuevamente, genes cuya expresi6n

esta relacionada a procesospatol6gicosya lavirulenciade la cepa. Asi mismo, ha

side posible identificaren estos aislados, la presencia del gen vanB, que es uno de

losgenesquecodificanparalaresistenciaavancomicina.

Por otra parte, se ha demostrado que, a partir de actividades humanas como la

agricultura intensiva ylas plantas de tratamientodeaguaseloacales,esfrecuentela

contaminaci6n por enterococos en los diferentes habitats en los que se incide

(Byappanahallietal., 2012). Comoresultadodeloanterior,lasaguascontaminadas

porenterococosdeorigenantr6picooanimal,graciasasucapacidadparaadaptarse

acondicionesadversas,podrianformarpartedelamicrobiotaambientalportiempos

prolongados 0 de forma permanente ydispersarse a partir de estos sitios a nuevos

habitatsu hospederos; humanosyanimales. De esta manera, una de las hip6tesis

quesepuedeplanteares:lasaguasresidualesgeneradasporhospitales y las del

cauce del rio Mololoa, albergan Enterococcus potencialmente pat6genos con

capacidadhemoliticayactividaddegelatinasa.
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3. JUSTIFICACION

Lasevidenciassobrelascaracteristicasgeneticasqueposeenlos aislados del

genero Enterococcus, de las aguas del rio Mololoa, nos muestran su potencial de

virulencia. Sin embargo, fenotfpicamente no ha side demostrada su expresi6n. Por 10

anterior,seplanteadeterminarlaexpresi6nfenotipicadedosdelosgenesde

virulencia identificadosen Enterococcus, los cuales se tiene demostrado su papel y

repercusionesen salud durante un procesoinfeccioso (Vankerckhoven etal., 2004).

Porun lado, la expresi6n de una enzima, lagelatina enteroc6ccica, codificada porel

gen gelE, que ademas de aportarle nutrientes a la bacteria, esta involucrada en el

proceso de formaci6n de biofilm y actuar contra las defensas inmunol6gicas del

huesped durante una infecci6n (Padilla etal., 2012, Silva etal., 2013). Porotra parte,

la producci6n de una toxina, la citolisina enteroc6ccica (Cyl), codificada por el

plasmido pAD1 y constituida por tres subunidades, mismas que interactuan para

provocarla lisis celular; no obstante, solo una de elias, definida como el activador

(CyIA), eslaqueha concentrado laatenci6n de los especialistas (Vankerckhoven et

al.,2004).Lacitolisinaenteroc6ccicaseasociaainfeccionesagudas,yejerceuna

actividad contra un amplio espectro de celulas, actua como bactericida y tiene

actividad hemolitica (Cox et al., 2005). Se ha demostrado ademas, que pAD1 es

responsable de conferir resistencia a vancomicina, radiaci6n ultravioleta y poseer

propiedadesconjugativas(Clewel,2007).

Enterococoscon caracteristicascapaces de repercutiren la salud, pueden originarse

en hospitalesydistribuirseen el ambientea traves de efiuentescloacales, comoya

sehademostradoenotrositio(Leclercqeta/., 2013).

Se sabeque, en la ciudad de Tepic, las aguas de residuos municipales, lIegana la

Planta de Tratamientos de Aguas Residuales (PTAR) "EI punto" y a la PTAR "Norte",

ysonvertidosal rio Mololoa previoa sutratamientoyposterioraello. Porotra parte,

los hospitales del municipio, no cuentan con PTARs propias, por 10 que no tienen

cuidado de sanearsus residuos de agua, antes de conectarlosa los sistemas de

alcantarilladomunicipales.
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Actualmente, no contamos con la informaci6n que nos permita conocer si los

efluentesnosocomialesjueganun papel enla dispersi6n de cepas de Enterococcus

portadorasdefactoresdevirulenciahaciaelambiente,desconocemosademas,sise

expresan las caracteristicas geneticas 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 10 anterior, es posible cuestionarse sobre la

posible contribuci6n de Enterococcus con estas caracteristicas desde los hospitales

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

expresan fenotipicamente factores de virulencia como 10 son la citolisina

enteroc6ccica 0 la gelatinasa enteroc6ccica, hablariamos de organismos con

mecanismos que les facilitarian lIevar a cabo un proceso infeccioso y con altos

riesgos para la salud publica. Por 10 que, el buscar la expresi6n fenotipica de estos

factoresenaisladosdeenterococosambientalesynosocomiales,nospermitiradarel

primer paso en la busqueda de la relaci6n que pueden tener los enterococos en

estos2ambientes.

EI conocer la distribuci6n y las caracteristicas de los enterococos en estas zonas de

estudio, sentara precedente que permitira iniciarla busqueda de la relaci6n clonal

quepudierantenerentresi,losenterococosqueprocedendecadapunto,yconello

establecer si existe 0 no una dispersi6n de las bacterias. Ademas, saber si estas

poseen caracteristicas que debieran sertomadasen consideraci6n, dado su papel

infecciosoyelriesgoquesupondriaparalasaludpublica.

En esteestudio, se pretendedemostrarlaexpresi6ndedosde los diversos factores

devirulenciaenenterococos:lacitolisinaenteroc6ccicaysuactividadhemolitica.La

citolisina se Iibera en las primeras fases de la infecci6n por enterococos, 10 que

sugiere una funci6n necesaria orelevante para el desarrollo de la enfermedad. Entre

algunasfunciones, pareceprovocarlaliberaci6ndemediadorespro-inflamatoriosl0

que puede incrementarla severidad del proceso inflamatorio, junto con la actividad

hemolitica y empeorar el cuadro clihico de la enfermedad. (Rangel-Arenas, 2010). De

igualmodo, la gelatinasa (geIE) es una melaloendopeptidasa extracelular, capazde
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degradardiversos sustratos(gelatina,fragmentos insolublesdecolageno,lacadena

Bdelainsulinayotrospeptidosbioactivos)delostejidosdelhospedador,mejorando

lamigraci6nydifusi6ndelosenterococosporlostejidosdanados.Ademas,tambien

esta implicadaen ladegradaci6n deferomonas sexualesy de peptidosinvolucrados

en la transferencia de plasmidos por conjugaci6n entre diferentes cepas de

enterococos. Esta enzima contribuye a la patogenesis en diferentes modelos de

infecci6n en animales, entre los que se incluyen los de peritonitis en ratones y

endoftalmitisenconejos(Padiliaeta/., 2012,Ledesmaetal., 2015).

EI estudiar la actividad hemolitica y gelatinasa en enterococos aislados del rio

Mololoaasicomodelasaguasresidualesnosocomiales arrojara informaci6nsobre

la posible relaci6n y distribuci6n entre Enterococcusfenotipicamente virulentos y el

riesgo que representan a la salud publica, masaun, alestarpresentesenmuestras

ambientales.

Dicho conocimiento permitira proponer soluciones concretas, a la postre, a las

instancias pertinentes, y su inmediata atenci6n por parte de autoridades

gubernamentales. Su omisi6n podria poner en riesgo la salud humana, 10 que

redundariaencasosclinicoscostososydificilesdetratar.
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4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la expresion fenotipica de la gelatinasa enterococcica y la citolisina

enterococcicaenaisladosdeEnterococcussppobtenidosdelcaucedel rio Mololoa y

delasaguasresidualesdehospitalesenTepic, Nayarit.

4.1 OBJETIVOS ESPECiFICOS

1. AislarEnterococcusdelcaucedel rio Mololoa ydeaguas residualesdehospitales

en Tepic, Nayarit.

2. Determinarlaexpresionfenotipicadevirulencia de lagelatinasa enterococcicay

la citolisina enterococcica en losenterococosaislados.

3. Confirmar molecularmente la especie E. faecalis y E. faecium de los aislados con

expresionfenotipica.
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5. HIPOTESIS

Lasaguasresidualesgeneradasporhospitalesylasdelcaucedelrio Mololoa,

presentanenterococoshemoliticos.gelatinasapositivos.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Material biol6gico

Muestras ambientales: losaislados bacterianosambientales seobtuvieron dedos

puntosestablecidosenelcaucedelrioMololoa,unosobreelafluente del rio Mololoa

en lascoordenadas21 D26'18.6"N 104DSO'11.0''Wa una altura de9S1 m. La segunda

toma de las aguasdel rio Mololoa se realiz6sobreefluente de este a la ciudad de

TepicNayarit, en las coordenadas21 D33'19.8"N 104D S3'41.8"Wa una altura de 883

m; estesegundo lugar, ubicadoa 500m del rio de bajo a lasalida de aguatratada

por la Planta de Tratamientos de Aguas Residuales "EI 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 Servicios 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.

EI muestreo se realiz6 en un solo tiempo. EI estudio es de corte transversal,

comparativo,descriptivoyprospectivo.

6.2 Recolecci6n de muestras

Para la recolecci6n de muestras, se utilizaronfrascoshermeticosesterilizados, en los

cualesse recolect6 un volumen de 200 cm3 de agua porsitiode muestreo,acordeal

volumenestablecidoparamuestrasdeaguadestinadasparaestudiomicrobiol6gico.

Las muestras obtenidas de los registros de descargas de agua residual fueron

colectadas directamente del chorro de descarga, en el caso de las muestras

ambientales,elaguafuerecolectadadirectamentealamitaddelcaucedelrio. Las

muestras fueron transportadas en cajas con hielo allaboratorio para su analisis

microbiol6gicoen las3horasposterioresasurecolecci6n (Iwerieboreta/.,201S).
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Figura 1. Ublcacl6ngeognlficadelaloma demueslraamblentalyhospita!aria. En azul la loma en el
afluenledel rio, rojolaloma en el efluenle del rio, en verde la loma a la mueslra de agua residual en el
hospilaldellMSS,enmoradolalomaalasaguasresidualesdelhospital del ISSSTE,en negro la loma a las
aguasresidualesdelhospilaldeServiciosdeSalud,enamariliosemuestraladirecci6nquellevalacorrienle
del cauce del rio Mololoa. (I)folografla lomada al regislrodedescargas de aguas residualesque pertenece
al hOSpilal de Serviciosde SaIud. (II) folografla lomada alcaucedelr10 Mololoa en la lomadel efluenle.

6.3Cultlvobacterlano

UFC/mL: para la determinaci6n del numero de unidades formadoras (UFC) de

colonias de Enterococcus por mililitro de muestra se lIevaron a cabo diluciones

seriadascon cada una de lasmuestras recolectadas. Brevemente, cada una de las

muestras se homogeneiz6 y se tom6 1 ml el cual fue incorporado a 9 mL de soluci6n

salina fisiol6gica. Esta primera soluci6n correspondi6 a la diluci6n 1/10, a partir de

esta, se realizaron lasdiluciones 1/100, 1/1000, 1/10000 Y 1/100 000. Detodas las

diluciones realizadas, incluyendo las muestras sin diluir, se inocularon 100 IJl 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 realiz6 una serie de

dilucionesporcadatomade muestra.
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Elaboracion del cepario: de cada una de las muestras, se tomaron 100 colonias al

azara partir de una caja con crecimiento, de ladiluci6n dondeseobtuvounnumero

mas cercano a este. Cada una de las colonias fue tomada mediante picadura e

inoculada en un tube con caldo Luria Bertani (lB), enriquecido con glucosa a15% y

NaCI al 3%, su incubaci6n fue a 37°C por 24 h. Para la crioconservaci6n, se parti6

de un cultivo en lBdecada cepa, del que se tomaron 600 IJl yselesadicion6400

IJl de glicerol esteril, se homogeneiz6 la preparaci6n e inmediatamente fueron

almacenadosencriotubosa-20°C.

6.4 Selecci6n de cepas, mediante la expresi6n fenotipica de virulencia

Para la obtenci6n de enterococos fenotipicamente virulentos su seleccionaron

aquellosqueexpresaranlagelatinasaenteroc6ccicaylacitolisina,alserlafactores

importantes durante la infecci6n por enterococos, en el caso de la citolisina se

considera como una proteina capaz de liberar mediadores infamatorios. De igual

modolagelatinasaenteroc6ccica,unfactorque.lepermitealabacteriaactuarsobre

el sistema inmunol6gico del hospedero y se Ie ha asociado, ademas, a otros

procesosvitalesdelabacteriacomoloeslaformaci6ndebiofilm.losmetodospara

estosensayosseexplicanbrevemente:

Prueba de gelatinasa enteroc6ccica: para IIevar a cabo esta prueba se utiliz6 el

metodode licuefacci6n de gelatina en cada uno de los 373 aislados,paralocualse

prepararon tubosde ensayo con 2 ml degelatina nutritiva enriquecida con caldo

nutritivo, respetando lascantidadesestablecidasporelfabricante.lostubosconel

mediofueron inoculadosa partir de una colonia aislada de cada una de lascepas

mediante picadura, la incubaci6nde los tubos fue a 37 DC porn h, registrandose los

resultados a las 24, 48 y 72 horas posteriores a su inoculaci6n. Para revelar el

resultado, los tubos fueron sometidos a 4 DC por media hora para su posterior

analisis, en este caso, los tubos que permanecian s61idos a esta temperatura, se

consideraron negativosyaquellos en los que el medio estaba Iiquido (Iicuado) se

consideraron positivos. EI ensayo se realiz6 una sola vez poraislado y se emple6

como control positivo cepas de Pseudomona sp y como negativo una cepa de E. coli.
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Prueba de hemolisina (expresi6n de citolisina): los enterococos que mostraron

actividada lagelatinasa,fueron seleccionados para evaluarsu actividadhemolitica,

para esta prueba se utilizaroncajascon agar sangre (sangredecorderoal 5%). Las

cepasfueroninoculadasapartirdeuncultivopuromediantepicaduraeincubadasa

37°C por48 h,las colonias que presentaron un halotransparente a su alrededor(l3­

hem6lisis)fueron consideradas positivas a esta prueba. La prueba se realiz6 una

lmica vez poraisladoyse utiliz6 como control positivo cepas de Streptococcussp. y

como control negativo una cepa de E. coli.

6.5 Extracci6n del ADN

EI paso siguiente fue determinar mediante PCR, la especie de los enterococos que

resultaronhemoliticosygelatinasapositivos,sebuscaronlasespeciesdefaecalisy

faecium, para ello primeramente se extrajo ADN a las bacterias que presentaron

ambascaracteristicasfenotipicas.

Para la extracci6n de ADN cromosomal, se cultivaron las bacterias, en LB

enriquecido con glucosa al 5% y NaCI al 3%, a 37°C con agitaci6n constante por un

maximo de 24 h (overnight). Posteriormente, las bacterias se concentraron en un

microtubo por centrifugaci6n a 12,000 rpm por 3 min. La extracci6n del ADN se

realiz6 por el metodo establecido en el •Shorts Protocols in Molecular Biology"

(Sambrook & Rusell, 1989). Se explica a continuaci6n.

Un cultivo bacteriano de toda la noche, se centrifug6 a 12,000 rpm por3 min. La

pastillageneradaselav6con 1 mLagua esterilfiltrada yse centrifug6 a 12,000 rpm

por3minnuevamente,sedesech6elsobrenadanteyseresuspendi61a pastillaen 1

mL de Buffer TE pH 8 (Tris-HCI 25 mM - EDTA 25 mM). A continuaci6n, se

centrifug6 nuevamente a la mismavelocidad por3 min, el sobrenadantesedesech6.

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 incubaci6n, se adicion6 30 ~lL

de SSC20x (175 9 de NaCI- 88 9 de Citrato de Sodio Ilitro) y se incub6 nuevamente

por 5 min a temperatura ambiente, al termino de esto se agregaron 20 !!L de SDS al
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10% Y se incubo nuevamente por 5 min a temperatura ambiente. Se agrego un

volumen 1:1 de Fenol-Cloroformo 5:1, se centrifugo a 12,000 rpm por 6 min, se

separocuidadosamentelafaseacuosadela reacci6n (fase superiordeltubo, yse

continuotrabajando con esafase)ysecolocoen otrotubo. Se agregaron 450 flLde

etanol absoluto grado biologia molecular y se precipito a -20°C, se centrifugo a

12,000 rpm por3 min y se decanto el sobrenadante, se lavola pastilla con etanol

grade biologia molecular al 70 % (1 mL), se centrifugo nuevamente por 3 min. Se

desech6elsobrenadanteysedejosecareltubopor30minatemperaturaambiente,

seresuspendi6elADN con 30 flLdeaguaesteril.

La calidad e integridad delADN se revise en gel de agarosa aI1.2% y su pureza y

concentracion mediante lector de microplacas Multiskan Go (Thermo ScientifiC®).

6.6 Confirmaci6n molecular de E. faecafis y E. faecium

Se utilizo y modifico el procedimiento descrito por Kariyama et al. 2000, la

identificacion deenterococos se basaen ladeteccion de un gen quecodifica una D­

alanina-D-alanina especifica para cada especie de enterococo E. faecalis y E.

faecium, con un producto esperadode 941 y658 pb respectivamente. Ademas, se

utilizo un par de oligonucleotidos como control de ADN dirigido a una region del ADNr

16S (rrs) de 320 pb. La mezciade reaccionque seempleofue de un volumen de 25

flL que contenia: 1 flL de la extracci6n de ADN (150-290 pg), 10 mM de Tris-HCI, 50

mM de KCI (Invitrogen), 3.0 mM de MgCI2 (Invitrogen), 0.2 mM de cada dNTP

(Invitrogen) y 0.5 U de Taq ADN polimerasa recombinante (Invitrogen), la cantidad de

oligonucleotidos ulilizada fue de 15 pmol de cada uno, la amplificacion se lIevo a

cabo en un termociciador MultiGene OptiMAX (Labnet International, Inc.). Las

secuencias de cebadores que se emplearon se encuentran en la tabla 2. Las

condiciones de los cicios de PCR consistieron en la desnaturalizacion inicial de 95

·C/5 min, 35 ciclos de amplificaci6n (94 ·C/60 s, 54 ·C/70 s, 72 ·C/60 s), extension

final de 72 ·C I 10 min (Kariyama et al., 2000). La amplificacion se verifico por

electroforesisengeldeagarosaaI1.3%teriidoconbromurodeetidio(0.97flL/30ml

agarosa) sometido a 90 voltios por 60 min. EI tamario del amplicon se verifico con
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base en el marcador de peso molecular 1Kb plus (PROMEGA; Madison, WI-USA) y

visualizadocontransiluminadorUVdesobremesa.

Tabla2.Condicionesyoligonucle6lidosulilizadosparalaamplificaci6ndeddl-E.faecalis,ddl­
E.faecium,rrs(Kariyamaetal.• 2000).

Amplificacion

E.faecalis,
E.faecium,16S

Especie

35X(94 "CJ60", 54 "CI70",72 "C/60")

Secuencia(5'a3')

faecalisFw ATCAAGTACAGTTAGTCTnATTAG
faecalisRv ACGATTCAAAGCTAACTGAATCAGT

faeciumFw TTGAGGCAGACCAGATTGACG
faeciumRv TATGACAGCGACTCCGATTCC

rrsFw GGATTAGATACCCTGGTAGTCC
rrsRv TCGTTGCGGGACTTAACCCAAC

Produclo(pb)

6.7 Purificaci6n de fragmento de peR y Secuenciaci6n

Para la purificaci6n de los fragmentos de PCR de E. faecalis y E. faecium que

posteriormentefueronenviadosa secuenciarpara confirmarla correcta identificaci6n

de las especies, se emple6 el kit GenEluten, PCR Clean-up de Sigma-Aldrich®, el

procedimientoseexplicabrevemente:

Para preparar la columna, primero se insert6 esta (tubo con arc azul) en el tubo

colector, y se adicionaron 0.5 mL de la "Soluci6n preparadora de columna", se

centrifug6 a 12,000 9 por 1 min y se descart6 el sobrenadante. Se mezclaron 5

vohimenes de la soluci6n "Binding Solution" por cada volumen de la reacci6n de

PCR. Esta mezcla se introdujo en la columna para posteriormente centrifugarla a

16000 9 porotro minuto. Sedescart6elsobrenadante, alfiltrode la columna se Ie

agreg6 ahora 0.5 mL de "Diluted Wash Solution" y se centrifug6 nuevamente a 16000

9 por1 min, sedescart6elsobrenadante, se recoloc61acolumnaynuevamentese

centrifug6alamismavelocidadperopor2minestavez,conlafinalidaddeeliminar

cualquierrestode etanol. Sedesech6cualquierresiduoyse pas61a columna a un
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tubo nuevo, se Ie anadio entonces al centro del filtro 50 ~IL de "Elution Solution", se

dejo reposar por un minuto y despues se centrifugo a 16,000 9 por 1 min. Se

desecholacolumnayseguardoeltuboconelsobrenadantea-20·C(fragmentode

PCRpurificado) hasta suenvio para sersecuenciado.

La secuenciacion se lIevo a cabo en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion en el

Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos, Mexico, el proceso

de secuenciacion fue mediante un secuenciador automatico de ADN de 16 capilares

(Applied Biosystems,modelo3130xl).

EI resultado de la secuenciacion, se analiza con la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information) a traves de la herramienta de BLAST (Basic

Local Alignment Search Tool). EI anal isis se realize utilizando megablast, para

localizarlas secuencias altamente similares, se seleccionola base de datos de la

coleccion nucleotidica (Nucleotide collection mint) del gen Bank y con valores por

default que maneja el sistema (E value =0) (Zheng et al., 2000). Ademas, con la

finalidad de realizarun analisismas robusto, nose excluyo ningunorganismo, nise

establecieronlimitesparalabusquedaenlacolecciondedatos.
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7. ResultadosyDiscusi6n

7.1 Muestreo y conteo de UFC

La recolecci6n de muestrasse lIev6 a cabo a finales del mes de febrero de2016,se

contemplabarealizarlaenlasegundamitaddelafl02015perolasconstanteslluvias

queiniciaron semanas antes de la fecha programada alteraron la concentraci6nde

enterococos presentes en la muestra de Rio y con ello se habrfan limitado las

posibilidadesde lIevara cabo los objetivos originalmente planteados.

Serealizaron 3 pruebaspiloto a lasaguasdel rfo Mololoaen losmesesdeeneroy

febrero de 2016 con la finalidad de comprobar si los niveles bacterianos se

encontraban estables; en dichas pruebas los valores permanecieron en el mismo

orden de magnitud, oscilandoentre 1.5x104 a2.1x104 enterococospormL; parala

recolecci6ndeestasmuestrassesigui6elmismoprotocoloestablecido.

Figura 2. Puntas de reeolecc;16n de mueslra. (A) Registro de desc;arga de
aguasresidualesdeServic;iosdeSalud.(B)Regislrodedesc;argadeaguas
residualesdel hospilal del IMSS. (Cl EfluenledelrfoMololoa
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Una vezasegurada la estabilidad en lamuestraambientalsepas6arecolectarcada

una de las muestra contempladas, 3 proce~entesde aguas residuales hospitalarias

(IMSS, ISSSTE y SSA) Y dos muestras procedentes del cauce del rio Mololoa

(afluenteyefluente), dicha recolecci6n se realiz6en un solotiempo, su transporte

acorde a 10 reglamentado fue a 4 °C y su analisis se lIev6 a cabo en las 3 horas

posteriores a su toma. Cada muestra por separado y en condiciones esteriles fue

homogeneizadaydiluidaporduplicadoconlossiguientesfactoresdediluci6n: 1/10,

1/100,1/1000,1/10000, 1/100000 con lafinalidaddeconocerlaconcentraci6nde

enterococospresentaencadazonadeestudio;cadaunadelasdilucionesfue

inoculada en una cajade Petri con agar KFe incubadas a 37°C por48 h.Apartirde

las diluciones, se obtuvo el numero de UFC/mL de Enterococcus presentes en cada

lugar y en la figura 3 observamos dicho contraste encontrado en las diferentes

UFC de Enterococcus por
punta de muestreo

_30

3- 25

-&20
~ 15

I
RIo RIo

efluente afluente

Figura 3. Unidades Formadoras de Colonias de
Enterococcus, obtenidas por punto de muestreo.



'Universidi:ufJ\ut6noma de Nayarit

:Ma.estr;a en Ciencias 'Bio(oBico :AByoyecuarias

La mayor concentraci6n de enterococos se encontr6 en las aguas residuales del

Hospital General de la Zona 1 d.el IMSS, con un numero de 4x105 UFC

enterococos/mL. Comparado con el resto de muestras, este super6 ampliamente al

resto, ya que los valores que encontramos en los otros 41ugares son un orden

inferior. Porejemplo,el numerode enterococos presentes en el Rio (efluente) fue de

2x104 UFC/mL. Sorpresivamente no se encontraron enterococos en la muestra

tomada en el afluentedel rio Mololoa, locualnosdejadeantemanoelconocimiento

quelacargadeenterococosqueencontramosenlamuestradelefluente,procedeen

sutotalidadde laciudadde Tepic.

EI analisis de los niveles microbiol6gicosdel agua del rio Mololoa contra losniveles

permitidos para los cuerpos de aguas superficiales (Olivas-Enriquez et al., 2011;

Vermont, 2009) nos permite observar 10 siguiente (Figura 4). Primeramente la

publicaci6n 'Calidad del Agua" de la Organizaci6n Mundial de la Salud, estima una

relaci6nde 10:1 de coliformesfecalesporcadaenterococo. Por 10 que los nivelesde

contaminaci6n de las aguas del rio mololoa matematicamente se encontrarian hasta

Niveles para determinar la calidad
microbiol6gica de cuerpos de agua superficiales

0,2- I I
Riegoagrfcola Aguano recreativa RIO Mololoa

(Enterococcus/ml)

T1posdeagua

Figura4.Comparativadelosnovelesparadetennonarlacahdadm,crOb.oI6g.ca en cuerpos de
aguasuperflclales.
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10 veces por encima del valor maximo para considerar al agua no segura para

ningun tipo de actividad. En el caso de los niveles establecidos para considerar al

agua segura para actividades recreativas 0 de riego, los niveles estimados

superarian por 100y 10,OOOveceseilimiteestabiecido locual pone de manifiesto,

sin duda, elgran problema queactualmenteesta presenteen este rio.

7,2 Aislamiento de enterococos a partir de las muestras

Paralaelaboraciondelcepariodeenterococosconelquesetrabajariamastarde,se

selecciono una caja que contenia alguna de lasdiluciones yque nos permitieratomar

100 colonias de forma aleatoria con la finalidad de aislarlas, esto para cada punta 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 10 que se

decidiotrabajarsolocon las 373 primeras, de lascuales 97 (26%) procedierondel

Hospital General de la Zona 1 dellMSS, 91 (24%) aislados 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 efluentedel rio Mololoa.

7.3 Ensayo de gelatinasa enterococcica

EI primer paso para determinar lascepasde enterococo conactividad fenotipicade

virulencia,fueelencontrarlaspositivasalaproducciondegelatinasaenterococcica

mediante el ensayo de licuefaccion degelatina. En un primerensayo, seempleoel

medio de gelatina nutritiva, siguiendo el metodo 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

lapse para confirmar la presencia de la enzima en Pseudomonas sp fue de solo 24 h.

AI compararlaturbidezdelostubosinoculados,seobservouncrecimientomuybajo

o el nulo crecimiento de las 373 cepas analizadas, efecto que no se observo en



'UntversUUuCJ\ut6rwma tU Nayarit

:MaestriaenCie1Uias'BioCOBU:o .JIBroyecuo.rias

nuestro control negativo (E. colt) ya que este present61a misma turbidez que el

control positivo en el mismo lapsode tiempo, porlo que sedecidi6 enriquecerel

mediodegelatinaconcaldonutritivo. Bajoestamodificaci6ntantoelcontrolpositivo

asicomoelcontrolnegativonomostraronalteracionesensutiempoderespuestani

en los resultados arrojados.

Esta modificaci6n a la metodologia no solo mejor6 el crecimiento de los aislados

sobreelmedio, sino que ademas en el 62% de estas present6 una licuefacci6nde la

gelatina en un lapso no mayor a las 72 h a 37°C (Figura 5). La adici6n del caldo

nutritivoalmediodegelatinanutritiva, supone una concentraci6nde2vecesparalos

componentes de extracto de carne (de 3g porlitro,el medioenriquecido contenia6g

porlitro)ydepeptonadegelatina(detener5g,pas6acontener10gporlitro),estas

concentraciones permitieron el crecimiento de los enterococos sobre el medio y a la

par, manifestar la actividad de la enzima gelatinasa para degradar la gelatina

presente. En otros estudios con enterococos, no se hace menci6n a problemas

relacionadosconelcrecimientodela cepa, tal como 10 sucedido en estecaso. Sin

embargo, se utilizan principalmente medios de cultivo como agartripticasa soja 0

agar Columbia inclusive agar de Infusi6n Cerebro-Coraz6n a los cuales se les

suplementagelatina(Caraffinietal., 2009, Ledesmaeta/., 2015, Padilla etal. 2012).

Tabla 3. Numerode cepasgelatlnasa

posltlvas sabre cada punta de

muestreo.

Punto de Cepas
Muestreo gelatinasa

posiUva

IMSS 51197
ISSSTE 56191
SSA 67/88
Rio 58197

Total 232 62% Flgura5.EnsayadelicuefaccI6ndegelatlna.Tubo
1resultadodepruebapositiva,tubo2negativo

Sin embargo, en algunos de loscasos esnecesario utilizarreactivos para revelarla

actividadsobrelagelatinapresenteenelmedio, estehechosupondriaunaventaja
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de latecnica empleada en nuestrotrabajo, ya que solo se requiri6deenfriarelmedio

unavezpasadoellapsodetiempoparadiferenciaraquelJaspruebaspositivasdelas

negalivas,deigualmodo,siconlrastamoslalecnicaempleadaconlastecnicasque

utilizan medio Infusi6n Cerebro-Coraz6n 0 agar Columbia, resulla nueslra prueba

mucho mas accesible y econ6mica, ademas de poder ulilizar volumenes de medio

muyinferiores.

Cepasconactividad degelatinasa
76

i
3

.1
62 1160160

~ so.
~ 40

~ 30

~ 20

10
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PUNTO DE MUESTREO

Figura 6. %decepascon aclivldad de gelalinasa oblenidas por
cada punlo de mueslreo. La muestra procedente de Servicios de
SaludmostroelmayornumerodeenterococosgelatinasaposrtivosIe
sigui6lamuestradellSSSTEyporullimoladellMSS, el porcentaje
de enterococosgelatinasa posilivosdel Rlose situo solo 2 puntospor
debajodelamuestradellSSSTE

EI resumen de las cepas con actividad degelalinasa se encuenlra en la labia 3 y

Figura 6. EI 62% de las mueslras posilivas ala gelalinasa se dislribuy6 de la

siguiente manera: de las muestras procedenles del hospital del IMSS 51 fueron

positivas a la gelalinasa, 10 que equivalen al 53%, del ISSSTE resultaron 56

positivas, 10 que equivale al 62%, el mayor numero de aislados can actividad

fenotipica de gelatinasa 10 encontramosen las muestrasde Serviciosde Salud con
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67 muestras (76%) yde las cepas procedentes del rio,el 60% resultaronpositivas,

esdecir58cepas. En el caso de las muestras clinicas, laincidenciadegelatinasaen

enterococosvaria dependiendosu origen de aislado, ya que las procedentesde

infeccionescomoendocarditis,losvaloresdegelatinasaencontradossesituanenun

80% aproximadamente, en cambio si hablamos de muestras hospitalarias como

orinas 0 aisladas del propio ambiente hospitalario los valores se establecen por

debajo del 30% de incidencia; en nuestro caso, los valores de gelatinasa en

enterococosde agua residual se situaron en promedio un 64%, valores elevados

para el tipo de muestra que se esta empleando (Caraffini etal., 2009,Ledesmaetal.,

2015, Padilla et al. 2012). Para la muestra ambiental, las referencias nos ponen

valoresdeincidenciadesdeeI30%aI80% para actividadfenolipicadegelatinasaen

enterococos ambientales, 10 cual se situa en una media que encuadra con estos

puntos porcentuales (Lata eta/., 2009,Lataeta/., 2016,Danie leta/., 2017).

7.4 Ensayo de l3-hem6lisis "Citolisina enteroc6ccica"

De las 232 cepas que resultaron positivas ala prueba de gelatinasa, se buscaron

cualespresentabanademasactividadhemolitica,dichaactividadestamediadaporla

expresi6ndelacitolisina. Para lIevaracaboelanalisisdeestefactor, se emple6 agar

sangre, utilizando 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 l3-hemoliticas aquellas colonias que presentaron un halo transparente a su

alrededor, en total se obtuvieron de esteensayo 36 cepas 13-hemoliticasdelas232

analizadas (Figura 7). La citolisina 0 hemolisina B es una toxina extracelular, es la

unica bacteriocina de este grupo capaz de Iisar celulas eucari6ticas. Por 10 que

representa un interes especial ya que su actividad incrementa la virulencia de los

enterococosendiferentesmodelosde infecci6n (Ledesmaeta/., 2015).
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Figura 7. Resultado de la prueba de hemollslna. EI halo
transparenle que rodea a la colonia, indica la ~-hem6Iisis por
partedeesta.

Resaltadesobremaneraelhechodequeningunodelosenterococosl3-hemolfticos

procediera de la muestra recolectada del Hospital General de la Zona 1 del IMSS.

Estosugiere una menorvirulencia en los enterococos que surgen del!ste lugar, ya

quela presencia decitolisina en enterococoses uno de losfactoresquecontribuyea

las infecciones de endocardio. Porultimo, los resultados de l3-hem6lisisseobtuvieron

mediante sangre de cordero. Sin embargo, tambil!n se realiz6 la prueba de hem6lisis

con sangre humana al 5%, esta prueba fue negativa para los 232 enterococos

gelatinasa positiva. Esto contrasta algunos estudios que han informado la actividad

hemolitica utilizando como prueba la hem6lisisde agar sangre con sangre humana

(Cafini etal., 2015; Tuhina etal., 2016). Si bien, se establece la sangre de cordero

como la 6ptima paraesta prueba, nose lesenala como la unicaquedebeemplearse

contra losenterococos por 10 que el hechode que las bacterias usadas eneste

trabajonoactuaransobrelasangrehumanadeja una interrogantedemomento.
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Tabla4.Relaci6ndelascepasgelalinasapositivasconactividadhemolitica.

Punto de CepasJ3-Hemoliticas
Muestreo

No. de
cepas

IMSS Ninguna

ISSSTE 85, 838, 850, 856, 861, 863, 868, 882, 889, 891

SSA C13, C14, C15, C18, C20, C21, C23, C25, C26, C35, 14
C42,C44,C56,C65

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

EI resumen de lascepas que resultaron positivasa la J3-hemolisissepresentaen la

tabla 4. en este caso 10 cepas de enterococo procedentes dellSSSTE expresaron

actividadagelatinasaenterococcicaycitolisina, 14 cepas de lamuestradeServicios

deSaiudyporuitim012cepasdeenterococodeiamuestraobtenidadelefluentedel

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

ninguno mostro actividad hemolitica. Los resultados obtenidos coinciden con 10

informaci6nrelacionadaalaprevalenciadeestacaracteristicaen las especies de E.

faecalisyE. faeciumyconello, suvinculaci6nhaciainfeccionesenteroc6ccicas. De

los 373 aislados36 resultaron positivosacitolisina 10 cual representaun14%delos

aislados, esta proporci6n coincide con 10 reportado en otras investigaciones. Sin

embargo, se resalta nuevamente el hecho de que ninguno de los asilados

procedentes de la muestra del IMSS presentara esta caracteristica (Ledesma et al.,

2015,Caraffinietal., 2009).

38
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7.5 Confirmaci6n de las especies de enterococos

Se extrajo el ADN de las 36 cepas de enterococo que mostraron actividad fenotipica

a ambosensayos, elADNqueseobtuvodecada una de ellasfue analizado en gel

de agarosa al 1.2% paraobservarintegridad (Figura 8),seobserv6queademasde

la banda que contenia al ADN cromosomal, se mostraron 2 bandas mas, de un

menor tamano, 10 que corresponde a ARN, por 10 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 amplificaci6n de la banda

correspondiente a E. faecalis. Kariyama en su trabajo hace menci6n de problemas

relacionados con la amplificaci6n de las bandas, estos problemas se originan al

utilizarunaextracci6ndeADN pormetodosfisicos (calor),porloque la presencia de

componentes celulares durante la PCR, hacian que esta mostrara resultados no

consistentes. Sin embargo, al realizar la extracci6n mediante Kit, los problemas no se

presentaban. En nuestro caso, la simple presencia del ARN pareciera habernos

ocasionadoproblemassimilares.

Figura 8. Gel de agarosa con muestras de ADN. Se observa la banda de mayor peso molecular
correspondienle al ADN cromosomal y 2 bandas mas correspondienles al ARN de la bacleria.
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En la figura 9 se visualizan las amplificaciones mediante peR para la identifieaei6n

de las espeeies de E faecalisyE faecium. Los resultados del ensayo se resumen

enlatabla4,endondeobservamosunafraeci6ndeEfaeciummuysuperior, con 33

delosaisladosqueresultaronpositivosaambaspruebasfenotipieasy solamente 2

aislados amplificaron para la especie E faecalis, uno procedente de la muestra

obtenida del hospital de servicios de salud y otro mas presente en la muestra

recolectada del efluentedel Rio. Una cepa adicional no amplific6 para ningunade las

dos secuencias. Sin embargo, esta si amplific6 el control para ADNr 16S por 10 que la

especie de este enteroeoco se encuentra entre las minorias del genero, como

pudieraserEgallinarum,Eduranshiraeoalgunotraespeciedentro delgenero.

Figura 9. Gel de agarosa con la amplificaci6n de los fragmentos correspondientes a ddl-E.
faecalis, ddl·E. faeciumy 16S(rrs). Elfragmenlocorrespondiente aE.faecalisseencuentradellado
izquierdo del marcador de tamarios 1Kb, y corresponde a 941 pb, el fra9menlo para E. faecium
ubicadoa laderecha del marcadorcorrespondeaunlamariode658pb,porullimo. elfragmentodel
ADNr 16S (rrs) corresponde a un lamaiiode 320 pb

La alta incidencia deE faeciumcontrastadefinitivamenteconlasproporcionesque

se registran en losestudiossobreenterococosya que esta especie reporta

concentracionesmuchomenoreseuandoseaislangruposdeenterococos a nivel de

genero en diferentes muestras. En general, en algunos estudios muestran

proporcionesdeI100/0hastaeI400/0delosaislados. Noobslante,ennuestroestudio

laincidenciadeEfaeciumbajoioscriteriosdeselecci6nempieadosascendi6hasta

eI910/0.
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Tabla 5. Resumen de los resultados obtenidos durante la PCRen la identificaci6nde especie
para los enterococos hemoliticos, gelatinasa positivos.

Punto de Enterococcus Enterococcus Sin
Muestreo faecalis faecium identificar Total

IMSS

ISSSTE

SSA

Total

Sedeberesaitarelhechoqueel27defebrerode20171aOrganizaci6nmundialdela

SaIud publico en Ginebra la primera "Usta de Pat6genos Prioritarios" en la que se

incluyenlas12familiasdebacteriasmaspeligrosasparalasaludhumana. Enla lista

se pone de relieveespecialmente laamenazaquesuponen lasbacteriasresistentes

a multiples antibi6ticos. Estas bacterias tienen la capacidad innata de encontrar

nuevasformasderesistiralostratamientosypuedentransmitirmaterial genetico que

permiteaotrasbacteriashacersefarmacorresistentes.

Dentro de esta lista, aparece E. faecium en el grupo de bacterias con prioridad

elevadaendondetienelaposici6nnumer01,hechoqueplantealaproblematicaque

estagenerandoestaespeciedeenterococo.

7.6 Enterocccus faecium gelatinasa positivos y,6-hemoliticos

Estudios enfocados en encontrar una relaci6n entre la presencia de la gelatinasa

enteroc6ccicaysupapelenelbiofilmmueslranresultadoscontrastantes,adicionala

ello,elnumerodeaisladosquepertenecenalaespeciedeE.faeciumtambiensuele

serpocofrecuente en losestudiosdeesteenfoque,porloque la presencia del gen

gelE y cepas con actividad de gelatinasa es muy baja (Diani et al., 2014, Soares et

al., 2014, Comerlato etal., 2013). Sin embargo, hayqueresaltarquela procedencia
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de los aislados de E. faeeium con estas caracteristicas, se ha reportado que

proceden en la mayoria de los casas de un origen infeccioso. Por 10 tanto, el

encontrar cepas de E. faeeium en esta zona de estudio y mas aun, que estos

aislados expresaran fenotipicamente actividad de gelatinasa y a la par actividad

hemolitica, ponen de manifiesto el peligroque representan ya que estas bacterias

suponenunriesgoparalasaludaltenerlascapacidadesdegenerarunproceso

infeccioso, que generalmente se asocia con endocarditis e infecciones de vejiga

urinaria. Porotra parte, se han asociado este tipo de cepascon una alta resistenciaa

antibi6ticos, entre ellos vancomicina (Diani et al., 2014, Soares et a/., 2014,

Comerlatoeta/., 2013).

Dentro de las caracteristicasquedefinen a laespecie deE. faeeiumla hemolisises

considerada de tipo gamma, es decir, no hemolitica. Sin embargo, la existencia de E

faeeium f3-hemoliticos se ha informado anteriormente (Channaiah et a/., 2010). En

estos aislados se demostr6 que, de los determinantes de virulencia, la citolisina

(cyIA) es relativamente comun. Sin embargo, el numero de aislados con actividad 13­
hemoliticos fue mayor a la presencia del gen Cyla, 10 que indica la implicaci6n de

otros determinantes de citolisina (Channaiah et a/., 2010). En nuestro estudio, se

determinaron a 33 E. faeeium f3-hemoliticos, por 10 que, es oportuno considerar

realizarestudiosmolecularesconlafinalidaddeconfirmarla presencia de CylA. Esto

complementarla la informaci6n si se conoce que este es el principal determinante

genetico que esta confiriendo las caracteristica de f3-hem6lisis y de no resultarlo,

aunarmas para conocerel origen de cepas de E. faeeiumcon f3-hem6Iis.isenesta

entidad.

7.7 Secuenciaci6n de los fragmentos de peR

Por ultimo, se lIev6 a cabo la secuenciaci6n de los fragmentos amplificados que

correspondieronaE. faecalisyE. faeeium,seconsider6paralasecuenciaci6n, los

cebadores FwyRv, con lafinalidaddetenerla identificaci6n precisa.
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EI proceso de secuenciacion se lIevo a cabo en la Unidad de Sintesis y

Secuenciacion en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca Morelos,

Mexico, el proceso fue mediante un secuenciador automatico de ADN de 16

capiiares(AppliedBiosystems,modeI03130xl).

Las secuencias de los amplicones, se compararon con la base de datos del NCBI, a

traves de la herramienta de BLAST. Los resultados obtenidos de la secuenciacion

mostraron una identidad del 99% para la cadena codificante de ADN correspondiente

alfragmentodeEfaecalis,conunvalordeEdeO.Oyunacoberturade195%,parala

cadena antisentidotambien se mostro una identidad del 99% con un valor de Ede

0.0 yuna cobertura del 96%. En elcasodela cadena codificantedelfragmentoque

correspondeaE faecium la identidad fue del 99% con un valor de EdeO.Oyuna

cobertura del 95%. Por ultimo, la cadena anlisentido de E faecium mostro una

identidad del 99% con un valordeE 0.0 yuna coberturadel 97%.
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8. CONCLUSIONES

• EI contraste encontrado entre las muestras recolectadas del rio, manifiesta el

problemadecontaminaci6nfecalquegeneralaciudadsobreelcauceo

• EI orden de magnitud de enterococos por mL encontrado en la muestra del

efluentedel rio deja en claro la incapacidad de los sistemas de saneamientodela

ciudad,yaqueestosvaloresseencontraronenelmismoorden demagnitudque

las muestras de agua del hospital del IMSS y del hospital de Servicios de Salud.

• La modificaci6n a la prueba de licuefacci6n de gelatina, supone una forma

econ6mica, simple y accesible para evidenciar la actividad de gelatinasa en

enterococosyaportaventajassobrelosmetodosencaja.

• Se determin6 un porcentaje de actividad de gelatinasa en los enterococos

ambientales, similar a los reportados en otras investigaciones. Sin embargo, el

porcentajedea~tividaddelagelatinasavistoenlasmuestrashospitalariassupera

los valores encontrados en muestras similares, esto representa un foco de

atenci6n al ser un mecanisme que puede emplear el enterococo para la

generaci6nde patologias.

• Elporcentajedeenterococosconactividadhemoliticaseencontr6enlosmismos

valores reportadosenotras investigaciones,ya que el10%de losaisladosde

enterococo mostro actividad combinada de ambos factores. Sin embargo, la

distribuci6ndelasespeciesE. faecalisyE. faeciumresultantefueinversaalas

proporcionesenlasqueseencuentrancomunmente.

• Encontrar cepas de E. faecium con actividad de gelatinasa y ~-hem6Iisis,

suponen un riesgopara la saIud publica, ya que elaislamiento deestaespecie

condichascaracteristicasesrealizadoprincipalmentedefuentesinfecciosas.
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9. PROSPECTIVAS

• La existencia de E faecium gelatinasa positivos y ~-hemoliticos entre las cepas

estudiadasdeja una interrogantesobrecuillessonlosmecanismos quelesest{m

confiriendodicha propiedad,porloquehacerlosestudiospertinentesnos

permitira conocer si es por la presencia de los genes gelE asi como de la

citolisinaCylA,osiestaconferidaporalgunootroelementodevirulencia.

• Realizar pruebas de resistencia y susceptibilidad a los antibi6ticos con enfasis a

vancomicina y metilmicina, sera uno de los siguientes puntas en los cuales

enfocarse en los aislados de E faecium. Tal como hace menci6n la OMS, ya que

laresistenciaavancomicinaenEfaeciumesloquelahaposicionadoenlalista

de pat6genosprioritarios.

• Complementar los datos recabados de los elementos de virulencia junto a

estudiosdeclonalidad,nospermitiraestablecerelimpactoqueestanteniendolas

descargasdeaguasresidualesdeloshospitalessobreestaentidadyconello,

hacer aun mas enfasis sobre la urgente necesidad de tomar medidas de

correcci6nalrespecto.



l1niversitUufJIl.ut6rwma tfe Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio(ogicoJilByoyecuarias

10. BIBLIOGRAFIA

Abrantes M.C. Kok J. Lopes M.F. 2013. EfaR Is a Major Regulator of Enterococcus

faecalis Manganese Transporters and Influences Processes Involved in Host

Colonization and Infection. Baumler AJ, ed. Infect Immun. 81(3):935-944.

Aldana C.J.L. 2007. Determinacion de los perfiles de resistencia de Enterococcus

ssp. en el hospital general San Juan de Dios y hospital Roosevelt. Tesis.

Universidad de San Carlos de Guatemala. pp 7-8.

Amabile-Cuevas C.F. 2010. Antibiotic resistance in Mexico: a brief overview of the

current status and its causes. JlnfectDevCtries. 4(3):126-131 .

Arias C.A Murray B.E. 2012. The rise of the Enterococcus: beyond vancomycin

resistance. Nat. Rev. Microbiol. 16:10(4):266-78.

Arntzen M.I2l. Karlskils I.L. Skaugen M. Eijsink V.G.H. Mathiesen G. 2015.

Proteomic Investigation of the Response of Enterococcus faecalis V583 when

Cultivated in Urine. Hancock LE, ed. PLoS ONE. 10(4):e0126694.

Agudelo Higuita N.I. Huycke M.M. 2014. Enterococcal disease, epidemiology, and

implications for treatment. Massachusetts eye and ear infirmary. Feb.2014.

Bearman. G.M.L. Wenzel R.P. 2005. Bacteremias: a leading cause of death. Arch

Med Res 36,646-659. Bradley OJ, Mark MH, Michael SG. 1994. Virulence of

Enterococci. Clin Microbial Rev. Vol. 7, No.4. 462 - 478.

Byappanahalli M.N. Nevers M.B. Korajkic A. Staley Z.R. Harwood V.J. 2012.

Enterococci in the environment. Microbiol Mol Bioi Rev. 76(4):685-705.

Caraffini F.A Nobile B.C. Figueroa L.M. Vargas C.M. Tacchini AM. 2009.

Factoresdevirulenciadeenterococcusspp.ysurelacionconlaresistenciaa

antibi6ticos. Asociaci6n Bioquimica Argentina. Buenos Aires, Argentina.

Bioquimica y Patologia Clinica. vol. 73, num. 3, 2009, pp. 34-39.

46



l1niversitU:ta~ut6noma ae :Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio(ogico .JIgyopecuarias

Cafini F. G6mez-Aguado F. Corcuera M.T. Ramos C. Bas P. Collado L. G6mez­

Lus M.L. Prieto J. 2015. Genotypic and phenotypic diversity in Enterococcus

faecalis: is agar invasion a pathogenicity score? Rev Esp Quimioter.

Apr;28(2):101-8.

Channaiah L.H. Subramanyam B. McKinney L.J. Zurek L. 2010. Stored-product

insects carry antibiotic-resistant and potentially virulent enterococci. FEMS

MicrobiolEcol. Nov;74(2):464-71.

Chiara I. Stassi G. Bruno C.G. Oi Leo R Toscano A. Cascio A. 2005.

Enterococcal meningitis caused by Enterococcus ca~seliflavus. First case

report. BMC Infectious Diseases. 5(1 ):3.

Clewell O.B. 2007. Properties of Enterococcus faecalis plasmid pAD1, a member of a

widely disseminated family of pheromone-responding, conjugative, virulence

elements encoding cytolysin. Plasmid. 58(3):205-27.

Coburns PS, Gilmore MS. 2003. The Enterococcus faecalis cytolysin: a novel toxin

active againsteukaryotic and prokaryotic cells. Cell Microbiol. 5:661-669.

Cohen A.L.V. Roh J.H. Nallapareddy S.R Hook M. Murray B.E. 2013. Expression

of the Collagen Adhesin ace by Enterococcus faecalis Strain OG1 RF is not

Repressed by Ers but Requires the Ers box. FEMS microbiology letters.

344(1):18-24.

Comerlato C.B. de Resende M.C.C. Caierao J. & d' Azevedo P.A. 2013. Presence

of virulence factors in Enterococcus faecalis and Enterococcus faecium

susceptible and resistant to vancomycin. Mem6rias Do Instituto Oswaldo Cruz,

108(5),590-595.

Cox RC. Coburn S.P. Gilmore S.M. 2005. Enterococcal Cytolysin: A Novel Two

Component Peptide System that Serves as a Bacterial Defense Against

Eukaryotic and Prokaryotic Cells. Curr Protein Pept Sci. 6, 77-84.



llniversUUuf.53.ut6mrma d£ :Nayarit

:Maestr(a en Cienclas 'Bio(ogico .:Agroyecuarias

Deshpande L.M Fritsche T.R. Moet G.J. Biedenbach D.J. Jones R.N. 2007.

Antimicrobial resistance and molecular epidemiology of vancomycin-resistant

enterococci from North America and Europe: a report from the SENTRY

Antimicrobial Surveillance Program. Diagn Microbiollnfect Dis. 58(2):163-170.

Diani M. Esiyok O.G. Ariafar M.N. Yuksel F.N. Altuntas E.G. & Akcelik N. 2014.

The interactions between esp, fsr, gelE genes and biofilm formation and pfge

analysis of clinical Enterococcus faecium strains. Afr. J. Microbio/. Res. 8:129

Diane S.D. Sui M.L. Han M.G. Gary A.D. Sadequr R. 2017. Genetic diversity

of Enterococcus faecalis isolated from environmental, animal and clinical

sources in Malaysia. J Infect Public Health. pii: S1876-0341(17)30063-1. doi:

10.1016.

Diaz-Perez M. Rodriguez-Martinez C. & Zhurbenko R. 2010. Aspectos

fundamentales sobre el genero Enterococcus como pat6geno de elevada

importancia en la actualidad. Rev Cubana Hig Epidemio/. 48(2), 147-161.

Dunny G.M. Hancock L.E. Shankar N. 2014. Enterococcal Biofilm Structure and

Role in Colonization and Disease. In: Gilmore MS, Clewell DB, Ike Y, et aI.,

editors. Enterococci: From Commensals to Leading Causes of Drug Resistant

Infection [Internet). Boston: Massachusetts Eye and Ear Infinnary.

Eaton T.J. Gasson M.J. 2001. Molecular screening of Enterococcus virulence

detenninants and potential for genetic exchange between food and medical

isolates. Appl Environ Microbio/. 67(4):1628-1635.

Garza-Velazco R. Hernandez-Acosta K. & Mejia-Chavez A. 2000. Los factores de

virulencia y la actual importancia clinica de Enterococcus faecalis. [Tesis)

Departamento de biologia, facultad de Quimica, UNAM, Mexico.



l1niversitUuf.?ut6noma ae Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio(oBico J'tBroyecuarias

Giridhara U.P.M. Ravikumar K.L. Umapathy B.L. 2009. Review of virulence factors

of enterococcus: an emerging nosocomial pathogen. Indian J Med Microbiol.

Oct-Dec;27(4):301-5.doi: 10.4103/0255-0857.55437.

Goliriska E. Tomusiak A. Gosiewski T. Wi~cek G. Machul A. Mikotajczyk D.

Strus, M. 2013. Virulence factors of Enterococcus strains isolated from

patients with inflammatory bowel disease. World J Gastroenterol.19(23),

3562-3572.

Gutierrez M.J.J. 2013, Determinacion de los genes de virulencia asa1. gelE, hyl y

esp en Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium aislados del rio Mololoa.

Unidad Academica de Ciencias Quimicas Biol6gicas y Farmaceuticas.

Universidad Aut6noma de Nayarit. Tesis.

Hancock L.E. Gilmore M.S. 1998. Pathogenicity of Enterococci. Department of

Microbiology and Immunology. Oklahoma: University of Oklahoma Health

Sciences Center. pp. 251-8.

Hirt H. Manias D.A. Bryan E.M. Klein J.R. Marklund J.K. Staddon J.H. Dunny

G.M. 2005. Characterization of the Pheromone Response of the Enterococcus

faecalis Conjugative Plasmid pCF10: Complete Sequence and Comparative

Analysis of the Transcriptional and Phenotypic Responses of pCF10­

Containing Cells to Pheromone Induction. J Bacteriol-187(3), 1044-1054.

Hidron A.I Edwards J.R. Patel J. 2008. Antimicrobial-resistant pathogens

associated with healthcare-associated infections: annual summary of data

reported to the National Healthcare Safety 86 Network at the Centers for

Disease Control and Prevention, 2006-2007. Inf. Con. Hosp. Epidemiol.

29:996-1011.

Iweriebor B.C. Gaqavu S. Obi L.C. Nwodo U.U. & Okoh A.!. 2015. Antibiotic

susceptibilities of Enterococcus species isolated from hospital and domestic

49



'UniversifUu;{.Jtut6noma d£ Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio{ogico .JIgyoyecuarias

wastewater effluents in Alice, Eastern Cape Province of South Africa. Int J

Environ Res Public Health,12(4), 4231-4246.

Jauregui-Medina C. S. Ramirez-Hernandez M.A. Espinoza-Rodriguez R. Tovar­

Rodarte R. Quintero-Hernandez B. & Rodriguez-Castaneda I. 2007.

ImpactodeladescargadeaguasresidualesenlacalidaddelrioMololoa

(Nayarit, Mexico) y propuestas de soluci6n. Rev. Latin. Rec. Nat. 3,65-73.

Kariyama R. Mitsuhata R. Chow W.J. Clewell O.B. Kumon H. 2000. Simple and

reliable multiplex PCR assay for surveillance isolates of vancomycin-resistant

enterococci.J. Clin.Microbiol.08voI.38.

Korzeniewska E. & Harnisz M. 2012. Culture-dependent and culture-independent

methods in evaluation of emission ofenterobacteriaceaefrom sewage to the

air and surface water. Water, Air, and Soil Pollution, 223(7), 4039-4046.

Lata P. Ram S. Agrawal M. & Shanker R. 2009. Enterococci in river Ganga surface

waters: Propensity of species distribution, dissemination of antimicrobial­

resistance and virulence-markers among species along landscape. BMC

Microbiology9,140.

Lata P. Ram S. & Shanker R. 2016. Multiplex PCR based genotypic characterization

of pathogenic vancomycin resistant Enterococcus faecalisrecovered from an

Indian river along a city landscape. SpringerPlus. 5(1),1199.

Leavis H. Top J. Shankar N. Borgen K. Bonten M. van Embden J. Willems R.J.L.

2004. A Novel Putative Enterococcal Pathogenicity Island Linked to

the esp Virulence Gene of Enterococcus faecium and Associated with

Epidemicity. J Bacteriol. 186(3),672-682.

Lebreton F. Riboulet·Bisson E. Serror P. Sanguinetti M. Posteraro B. Torelli R.

et al. 2009. ace, which encodes an adhesin in Enterococcus faecalis, is

regulatedbyErsandisinvolvedinvirulence.lnfectlmmun. 77(7):2832-9.

50



Universfdj;u;{Aut6noma ae :Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio{oBico :ABroyecuarias

Leclercq R. Oberle K. Galopin S. Cattoir V. Budzinski H. & Petit F. 2013. Los

cambios en las poblaciones y Enterococcal relacionada resistencia a los

antibi6ticos a 10 largo de una Planta de Tratamiento de Rio-Continuum.

Medical Center-Aguas Residuales. Appl Environ Microbio/. 79(7), 2428-2434.

Ledesma P. Parada R.B. Vallejo M. Marguet E.R. 2015. Factores de virulencia de

cepasdeEnterococcusaisladasdeavessilvestresydecorralenlaPatagonia.

Ciltedra de Quimica Orgilnica; Ciltedra de Biologia Celular y Molecular,

Facultad de Ciencias Naturales, Sede Trelew, Universidad Nacional de la

Patagonia San Juan Bosco (UNPSJB). Roca 115, (9100) Trelew. Argentina.

Lendo-Hernandez H.M. 2014. Identificaci6n de los genes de virulencia ace/, efaA,

asa1, gelE, esp y hyl en Enterococcus spp., y Aerococcus viridans obtenidos

del rio Mololoa y su periferia por la zona conurbada de Tepic Nayarit. Tesis.

Universidad Aut6noma de Nayarit.

Low Y.L. Jakubovics N.S. Flatman J.e. Jenkinson H.F. Smith A.W. 2003.

Manganese-dependent regulation of the endocarditis-associated virulence

factor EfaA of Enterococcus faecalis. J Med Microbiol. Feb;52(Pt 2): 113-9.

Lowe A.M. Lambert P.A. Smith A.W. 1995. Cloning of an Enterococcus faecalis

endocarditis antigen: homology with adhesins from some oral streptococci.

Infectlmmun63,703-706.

Wehr M.H. Frank J.F. 2004. Standard Methods for the Examination of Dairy

Products. American Public Health Association. Washington, DC 20001-3710.

ISBN 0.87553-002-8.

Mondrag6n V.A. Llamas D.F. Gonzalez G.E. Marquez A.R. Padilla R. Duran M.J.

Franco B. 2011. Identification of Enterococcus faecalis bacteria resistant to

heavy metals and antibiotics in surface waters of the Mololoa River in Tepic,

Nayarit, Mexico. Environ Monit Assess. 183(1-4).329-40.

51



'Ilniversidiuf.J\ut6noma d£ Nayarit

:Maestria en Ciencias 1lio(ogico .Jlgroyecuarias

Mondragon-Jaimes V.A. Garcia-Calzada A.Y. Lopez-Gaytan S.B. Quintero­

Castaneda A. Rodriguez-Aguilar D. 2012. Characterization of arsenic and

mercury resistant bacteria from contaminated site in Nayarit, Mexico. In:

Fernandez-Luqueno F, Lopez-Valdez F, Lozano-Muniz S. (Eds.).

Biotechnology Summit, Yucatan Mexico. Pp 15-20.

Mundy L.M. Sahm D.F. Gilmore M. 2000. Relationships between enterococcal

virulenceandantimicrobialresistance.ClinMicrobioIRev.13(4):513-522.

Murdoch D.R. Corey G.R. Hoen B. Miro J.M. Fowler V.G. Jr. Bayer A.S. 2009. La

presentacionclinica,etiologia,yelresultadodelaendocarditis infecciosaen el

siglo 21. La Colaboracion Internacional de Estudio de Cohorte Endocarditis­

prospectivo.Archivesoflnterna/Medicine;169(5):463-473.

Norma DIBICO, S.A. Disponible

http://www.dibico.com/productos.php?t=med&m=d&ldCat=1

Olivas-Enriquez E. Flores-Margez J.P. Serrano-Alamillo M. Soto-Mejia E.

Iglesias-Olivas J. Salazar-Sosa E. Fortis-Hernandez M. 2011. Indicadores

Fecales y Patogenos en Agua Descargada al Rio Bravo. Terra

Latinoamericana, vol. 29,num4. Mexico.

Padilla E.C. Nunez A.M. Padilla G.A. Lobos G.O. 2012. Genes de virulencia y

bacteriocinas en cepas de Enterococcus faecalisaisladas desde diferentes

muestras clinicas en la Region del Maule. Rev Chi/Infect. 29 (1): 55-61.

Pacheco G.G. 2014. Genotipificacion de proteobacterias resistentes a arsenico.

[Tesis),UniversidadAutonomadeNayarit.

Quinones P.D. 2010. Enterococcus aislados en Cuba: resistencia antimicrobiana,

virulencia y diversidad genetica. [Tesis)lnstituto de Medicina Tropical "Pedro

Kouri".

52



l1ni'VersitUuf.Jlut6noma fIR. :Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio{ogico .J1.gyoyecuQYias

Rangel Arenas Maria Fernanda. 2010. Evaluaci6n de la Implicaci6n de

Enterococcus sp Vancomicina Resistentes en Mastitis Bobina y su Detecci6n

en Queso Pera. Tesis. Pontificia Universidad Javeriana; Facultad de Ciencias

Microbiologia Agricola y Veterinaria. Bogota, Colombia.

Resnick M. Novick A.C. 2000. Secretos de la urologia Mexico. Editorial Mc Graw­

Hill Interamericana.2a ed. p. 264-272.

Rice L.B. Carias L. Rudin S. Vael C. Goossens H. Konstabel C. Klare I.

Nallapareddy S.R. Huang W. Murray B.E. 2003 A potential virulence gene,

hylEfm, predominates in Enterococcus faecium of clinical origin. J Infect Dis.

Feb 1;187(3):508-12.

Roh J.H. Singh K.V. La Rosa S.L. Cohen A.L.V. Murray B.E. 2015. The Two­

Component System GrvRS (EtaRS) Regulates ace Expression in

Enterococcus faecalis OG1 RF. Infect Immun. 83(1 ):389-395.

Ronconi M.C. Merino L.A, 2004. Enterococcus faecalis y Enterococcus faecium

resistentes a ampicilina (AMP) gentamicina (GEN), estreptomicina (EST) y

vancomicina (VAN) aislados de materia fecal de pacientes pediatricos

hospitalizados. Universidad Nacional del Nordeste, Comunicaciones

Cientificas y Tecnol6gicas, Las Heras 727 - 3500 Resistencia. Resumen M-

Sanchez R.J. 2008. Aspectos higienicos, seguridad y potencial biotecnol6gico de

enterococosaisladosdeanadesreales("Anasplatyrhynchos"): caracterizaci6n

bioquimica y genetica de sus bacteriocinas y producci6n heter610ga en

diversos hospedadores. [Tesis Doctoral)". Universidad Complutense de

Madrid.

Sambrook J. Russell W.O. 2003. Molecular Cloning a laboratory manual. Spring

Harbor Laboratory Press. 3" Edici6n. New York. Chapter 06.

53



l1ni'Versidiuf~ut6noma tfe Nayarit

:Maestria en Ciencias 'Bio(ogico :Agroyecuarias

Semedo T. Almeida-Santos M. Martins P. Silva-Lopes M.F. Figueiredo-Marques

J.J. Tenreiro R. Barreto-Crespo M.T. 2003.. Comparative Study Using Type

Strains and Clinical and Food Isolates 10 Examine Hemolytic Activity and

Occurrence of the cylOperon in Enterococci. J Clin Microbiol.41(6). 2569­

2576.

SEPLAN. 2003. Secretaria de Planeaci6n del Gobierno del estado de Nayarit.

Agenda Econ6mica de Nayarit, Mexico, p. 131.

Sinclair RG. Rose J.B. Hasham S.A. Gerba C.P. Haas C.N. 2012. Criteria for

selection of surrogates used to study the fate and control of pathogens in the

environment. Appl. Environ. Microbiol. 78: 1969-1977.

Silva j. Rodriguez Y. Araya J. Gahona J. Valenzuela N. Guerrero K. Baez J.

Baquero F. Campo R 2012. Detecci6n de genes de virulencia en cepas de

Enterococcus faecalis susceptibles y resistentes a aminogluc6sidos.

Departamento de lecnologla medica. Universidad Antofagasta. Rev Chilena

Infectol. 30(1): 17-22.

Soares R.O. Fedi A.C. Reiter K.C. Caierao J. & d' Azevedo P.A. 2014. Correlation

between biofilm formation and gelE, esp, and agg genes in Enterococcus spp.

clinical isolates. Virulence, 5(5), 634-637.

Tendolkar P.M. Baghdayan A.S. Gilmore M.S. Shankar N. 2004. Enterococcal

Surface Protein, Esp, Enhances Biofilm Formation by Enterococcus faecalis.

Infectlmmun.72(10):6032-6039.

Top J. Sinnige J.C. Majoor E. A. M. Bonten M.J.M. Willems RJ.L. van Schaik W.

2011. The Recombinase IntA Is Required for Excision of esp-containing

ICEEfm1 in Enterococcus faecium. J Bacteriol. 193(4),1003-1006.

Top J. Paganelli F.L. Zhang X. van Schaik W. Leavis H.L. van Luit-Asbroek M.

Willems RJ.L. 2013. The Enterococcus faecium Enterococcal Biofilm



l1niversUU:u£J\ut6noma ae Nayarit

:Maestria en Ciencim 1Jio(ogico .J\groyecuarias

Regulator, EbrB, Regulates the esp Operon and Is Implicated in Biofilm

Formation and Intestinal Colonization. PLoS ONE, 8(5), e65224.

Tuhina B. Anupurba S. Karuna T. 2016. Emergence of antimicrobial resistance and

virulence factors among the unusual speciesofenterococci,from North India.

Indian J Pathol Microbiol. Jan-Mar;59(1 ):50-5.

Vankerckhoven V. Van Autgaerden T. Vael C. Lammens C. Chapelle S. Rossi R.

Goossens H. 2004. Development of a Multiplex PCR for the Detection of

asa1, gelE, cylA, esp, and hyl Genes in Enterococci and Survey for Virulence

Determinants among European Hospital Isolates of Enterococcus faecium. J

Clin Microbiol. 42(10), 4473-4479.

Vermont (Seal of Quiality Vermont Agency of Agriculture). 2009. Water quality

criteria for agricultural water sources and microbial testing guidelines. USDA

Good agricultural practices (GAP) audit verification program. Washington, DC,

USA.

Wamel W.J. Hendrickx A.P. Bonten M.J. Top J. Posthuma G. Willems R.J. 2007.

Growth condition-dependent Esp expression by Enterococcusfaecium affects

initialadherenceandbiofilmformation. Infectlmmun. Feb;75(2):924-31.

Zhang Z. Schwarts S. Wagner L. Miller W. 2000. A greddy algorithm for aligning

DNA sequences. J Comput Bioi. 7(1-2):2003-14.



'Unlversidiuf.:A.ut6noma ae Nayarit

:MlUstria en Ciencias 'Biowguo .7tgroyecuarias

11.ANEXOS

Anexo 1. RESUMEN DEL CEPARIO

Tabla 6. Resumen general de la Infonnacl6n oblenldadelcepario.

R =-~'Especie

P ,.~um ::: P

;:j:: :::
NE R17

P '':;;um R18 N

NE R1S P

: ;:~:::: :
NE R22 P

P ":;;um R23 P

NE R24 P

P f~um R25 P

P '':;;um R26 P

NE R27 P

NE R28 P

NE R29 P

! L. I,MSS

't~=-!~~ Eapecle 8 Gelati- Hem08-
line

A1 N NE NE

A3 NE 83 NE

A4 NE NE Il4 NE

foil NE B6 NE

A7 NE 87 NE

A8 NE 88 NE

AS NE NE 8S

A10 NE NE 810

NE 811

NE

P 'ae~ium
P '.ac;um

NE

NE

NE

NE

NE

NE

faeclum
NE

NE

NE

NE R6

NE

NE

NE RS

NE

NE

R12 P

NE R3

NE R4 P

NE C3 NE

NE C4 NE

C6 N NE

NE C7

NE C8 NE

CS

NE Cl0

NE Cl1 NE

C12 N NE

N NE C16 P

NE NE C17 N

NE 818

817

A18

A17
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faecium
NE

NE

NE

P fae;ium GSC P

NE C51 P

A52 N

A53 N

A54 P

NE

NE

NE 852

NE 854 P

NE 858 P

NE 859 N

NE C54

NE C55

P fa~ium C56 P

p fae~ium C63 P

NE C64 P

NE

NE

NE

faecalis

A66 P

A67 N

NE 868 N NE NE C66 P

NE 867 N NE NE C67 P

p fae~jum R65 N

NE R66

NE R67
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NE (ae~ium C68 P

NE C69 P

NE

NE NE

NE NE

A78

A79 NE C79

NE NE C8D NE

NE NE NE

NE

NE

NE

NE B86

NE NE B87 NE

NE NE B88 NE

A92 NE NE

A93 NE R93 NE

A94 R94 NE

A95 NE NE

A96 NE

A97 NE

Anexo 2. BASE DE AGAR KF

usa
Para la demostraci6n y recuento de Enterococosa partirdediversasmuestras.

PRINCIPIO

La peptonaproteosa es una peptona mixta de alta calidad nutritivayelextractode

levadura proporcionan lafuentede nutrientes necesariospara el crecimiento de los
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microorganismosexigentes.Laazidadesodioinhibefloragramnegativa.La maltosa

y lactosa son utilizadas por la mayaria de los enterococos como: fuente de energia

con formaci6n de acido, este se manifiesta por el vire a amarillo del indicador purpura

de bromocresol. Los enterococos reducen el TIC (2,3.5-cloruro de trifeniltetrazolio)

produciendouncolorrojoyporellolascoloniasseobservandeestecolor.

F6RMULA EN GRAMOS POR L1TRO DE AGUA DESTILADA

Agar 15.0 Lactosa 1.0

Azidade sodio 10.0 Maltosa 20.0

Cloruro de sodio 5.0 Peptona proteosa No.310.0

Extractodelevadura 10.0

Glicerofosfato de sodio 10.0

Purpura de bromocresol 0.015

pH 7.2±0.2

PREPARACI6N

Rehidratar71.5gdelmedioen un Iitrodeaguadestilada. Reposar10a 15minutos.

Calentaragitandofrecuentementehastaelpuntodeebullici6ndurante1 minutopara

disolverlo porcompleto. Esterilizaren autoclave a 121·C (15 Ibs de presi6n) durante

15 minutos. Enfriar aproximadamente a 45 ·C y en condiciones de esterilidad agregar

por microfiltraci6n 1 ml de soluci6n al1 % de TIC. Homogeneizar y vaciar en cajas de

Petriesteriles.Conservaren refrigeraci6nde2a8·C.

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

Anexo 3. CALDO LURIA BERTANI ENRIQUECIDO

Mediode enriquecimiento, especialmente para Escherichia eolia partirdediversas
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PRINCIPIO

Lapeptonadecaseinayeleldractodelevaduraproporcionanalmediolosnutrientes

necesarios para el desarrollo de los microorganismos. EI cloruro de sodio ayuda a

mantenerelequilibrioosmotico.

Inocularen el medio de cultivo la muestradeensayo.lncubar24ha35 DC. De los

cultivosquemuestrandesarrollo,efectuarresiembrasenmediosdecultivoselectivos

porestriacruzada.

F6RMULA EN GRAMOS POR L1TRO DE AGUA DESTILADA

Clorurodesodi05.0

Extractode levadura 5.0

Peptonadecaseina 10.0

pH7.2±0.2

PREPARACI6N

Rehidratar20 9 del medioen un Iitrode agua destilada. Reposar10a 15 minutos.

Calentaragitandofrecuentemente hasta completa disolucion. Distribuiren tubosde

ensayo. Esterilizar en autoclave a 121 DC (151bs de presion) durante 15 minutos

Conservaren refrigeraci6nde2a8 DC.

"Medio enriquecidocon glucosa yNaCI; adicionarporcada litro de medio, 30g de

NaCI y50 9 de dextrosa anhidrajunto al medio y seguircon las instrucciones del

fabricante.

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

Anexo 4. GELATINA NUTRITIVA ENRIQUECIDA

USC

Para investigar la presencia de microorganismos proteoliticos en antliisis

bacteriol6gicosapartirdediversasmuestras.
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PRINCIPia

La peptona yel extractode came proporcionan los nutrientesnecesariosparael

desarrollo de los microorganismos. La gelatina es el sustrato para determinar la

capacidad de un microorganismo de producir enzimas de tipo proteolitico

(gelatinasas), que Iicuan la gelatina. EI empleo de esle medio de cultivo va a

dependerdel tipo de estudio a realizar.lncubara 35°C48 h. Resultado: Revisarlos

tubos diario para registrar la hidr61isis de la rPo"~cula proleica por acci6n de la

gelatinasa. Lalicuefacci6n secomprueba sumergiendo los tubos en agua heladao

refrigeraci6n, si hay Iicuefacci6n no se solidifica el medio. Evitaragitar los tubos en

tanto su conlenido permanezca Iiquido. Si la fluidificaci6n de la gelatina procede

lentamente como generalmente ocurre, la agitaci6n puede mezclar la gelatina

hidrolizadacon la no hidrolizada, dandolugara una mezcla que sesolidificaydauna

reacci6nfalsanegativa.

PREPARACI6N

Rehidratar128g del medioen un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15minutos.

Calentaragilandofrecuentemenlehaslaelpunlodeebullici6nduranle1 minulopara

disolverloporcompleto. Dislribuirentubosdeensayo. Esterilizarenautoclavea 121

°C (15lbsde presi6n) durante 15 minutos. Enfriaren posici6n vertical. Conservaren

refrigeraci6nde2a8°C.

·Para enriquecerelmediodeGelalinanutritivaconcaldonutritivoseemplearon 8g

de caldo nutritivo DIBICO® por cada litro de agua, estos se adicionaron al medio de

gelatinanulritivaysecontinuaronconlasinstruccionesdelfabricante.

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

Anexo 5. AGAR SANGRE DE CORDERO AL 5%

usa
Este mediodecultivoadicionado de sangre de cordero 0 conejodesfibrinada esteril

es adecuado para el aislamiento de bacterias a partir de diversas muestras e

investigarsuactividadhemolitica.
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PRINCIPIO

La base de agar sangre es un medio nutritivo en dande la infusi6n de musculo

cardiaco y la peptona, proporcionan lasfuentes de carbono, nitr6geno, vitaminas y

factoresdecrecimiento.Elclorurodesodioactuamanteniendoelequilibrioosm6tico.

Sembrar las placas sobre la superficie del medio de cultivo por estria cruzada y

picadura sobre las estrias, 10 que permiteobservarcon mayorclaridad la actividad

hemollticacomoresultadodelaacci6nbacteriana.lncubar24-48ha35°C.

PREPARACION

Rehidratar 40 9 del medio en un litro de agua destilada. Reposar 10 a 15 min.

Calentar agitando frecuentemente hasta el punta de ebullici6n durante 1 min para

disolverlo porcompleto. Esterilizaren autoclave a 121°C (15lbsde presi6n) durante

15 min. Enfriar aproximadamente a 45°C Yagregar 5% de sangre de cordero esteril

desfibrinada girando suavemente el matraz para evitar la formacion de burbujas,

homogeneizaryvaciaren cajasde Petriesteriles. Conservaren refrigeracionde2 a

8°C.

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

Anexo 6. SOLUCIONES UTILIZADAS EN peR

Buffer (TE) Tris:EDTA, pH 8.0

25 mM Tris-HCL: 25 mM EDTA, pH 8.0

25 mL 1 M Tris HCI, pH 8.0 + 50 mL 0.5 M EDTA, pH 8.0

L1evar a un volumen final de 1000 mL con agua destilada libre de ADNasas.

10 mg/mL; Pesar 10 mg de Iisozima de huevo blanco de polio liofilizada por
cada mililitrodeaguaultrapura, homogeneizarla suspension yconservara-20
·Chastasuuso.
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Soluci6n Salina de Citrato y Sodio SSC20X

Pesar 175 9 de NaCI y 88 9 de Citrato de Solio p:er cada litro de soluci6n,
utilizaraguadestiladalibredeAONsas.

Dodecilsulfato de Sodlo 10%

Pesar 10 9 de SOS y adicionarlos a 90 ml de agua esterillibre de AONasas.

Disolver y mezclar suavemente, calentar a 35 - 45 ·C de ser necesario.

BUfferTAE 1X

10 ml de Buffer TAE 50X BioRad® se adicionaron a 490 ml de agua

destilada, la diluci6n se homogeneizQ y quedo dispuesta para su usa

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

tienequeseresteril.

Agarosa 1.3% para gel de Electroforesis

Se pesaron 0.390 9 de Agarosa por cada 30 ml de Buffer TAE lX, una vez

incorporados, se calent6 hasta lIegar a ebulliciOn y se mantuvo a esa

temperaturahastaquesehubieradisueltocompletamentelaagarosa.Sedej6

enfriara temperaturaambienteycuando la temperatura de la agarosafuese

tolerable al tacto con la mano, por cada 30 ml de agarosa preparada se

adicionaron 0.97 IJl de Bromuro de Etidio (10 mglml), se homogeneiz6 y se

deposit6en el molde para el gel de electroforesis.

Anexo 7. OFICIOS APROBATORIOS DEL COMITE DE BIOETICA PARA LA

RECOLECCI6N DE MUESTRA DE AGUA RESIDUAL.
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