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RESUMEN

El género Enterococcus ha sido utilizado a traves de los afios en distintos procesos de la
industria alimentaria. En las Ultimas décadas se comenzd a asociar este microorganismo con
problemas de salud humana considerdndose como un patégeno emergente debido a sus capacidades
adaptativas y factores de patogenicidad. Actualmente, se sabe que dicho género esta presente en
animales como el pollo, en los cuales, el mal uso de antibidticos en las granjas de produccion ha
contribuido a la generacion de cepas resistentes. Filogenéticamente se ha observado un incremento
en las similitudes de cepas aisladas en animales y cepas nosocomiales. El riesgo potencial de una
zoonosis asociada al consumo de pollo contaminada con Enterococcus spp, es un riesgo para la
salud. El uso de técnicas moleculares permite identificar las similitudes gendmicas entre diferentes
aislados. Mediante el analisis de conglomerados utilizando los datos de la técnica de amplificacion
al azar de ADN polimérfico (RAPD), aplicado a 80 aislados de Enterococcus spp provenientes de
pollo expendido en Hermosillo, Sonora, no se encontro una relacion filogenética entre los mismos.
Sin embargo, el andlisis de conglomerados utilizando RAPD, biotipificacion y resistotipo si
permitio encontrar esas relaciones filogenéticas. De esta forma, la caracterizacion polifésica resultd

la més util para asociar a los aislados entre si.

Palabras clave: Enterococcus, patégeno, RAPD, pollo.
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ABSTRACT

The Enterococcus genus has been used over the years in different processes within the food
industry. In the last decades, this microorganism began to be associated with human health
problems, being considered as an emerging pathogen due to its adaptive capacities and
pathogenicity factors. Currently, it is known that this genus is present in animals such as chicken,
in which the misuse of antibiotics in production farms has contributed to the generation of resistant
strains. Phylogenetically, an increase in the similarities between strains isolated in animals and
nosocomial strains has been observed. The potential risk of a zoonosis associated with the
consumption of chicken contaminated with Enterococcus spp is a health risk. The use of molecular
techniques allows the identification of genomic similarities between different isolates. Through
cluster analysis using data from the random amplification of polymorphic DNA (RAPD) technique,
applied to 80 Enterococcus spp isolates from chickens sold in Hermosillo, Sonora, no phylogenetic
relationship was found between them. However, cluster analysis using RAPD, biotyping, and
resistotyping did allow us to find these phylogenetic relationships. In this way, the polyphasic

characterization was the most useful to associate the isolates with each other.

Key words: Enterococcus, pathogen, RAPD, chicken.
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1. INTRODUCCION

Actualmente, se han descrito méas de 30 especies del género Enterococcus consideradas
como oportunistas, por su asociacion con problemas de la salud humana en casos particulares
(Schell et al., 2010). Este género estd compuesto por microorganismos ubicuos que habitan el
tracto gastrointestinal del hombre y de animales; pueden colonizar diversos nichos ecologicos
como vegetales y alimentos de origen animal. Hay que destacar que los alimentos contaminados
por microorganismos forman un vehiculo de transmision de enfermedades infecciosas. Sin
embargo, no existen datos que muestran una correlacion directa entre el consumo de alimentos con
enterococos y los mecanismos directos para el desarrollo de enfermedades (Chajg¢cka-
Wierzchowska et al., 2017). Las cepas de enterococos con factores de patogenicidad y resistencia
a antibioticos transferidas exdgenamente al intestino humano a través de alimentos pueden
representar un riesgo para personas inmunocomprometidas. Estas cepas pueden provenir de
diversos puntos de contaminacion a lo largo de la produccidn, transporte y almacenamiento de los
alimentos. El tratamiento profilactico que se puede establecer si se conocen las similitudes propias
de las clonas o bien las diferencias en las mismas, permite establecer apropiadas medidas de
control. Es por ello, que la caracterizacion de cepas de enterococos presentes en alimentos a traves
de técnicas moleculares es de gran importancia ya que permite conocer si las cepas con factores de

patogenicidad tienen relacion filogenética o si pertenecen a cepas distintas.

Se dice que la diseminacién global de bacterias con resistencia a antibidticos es una amenaza
emergente a la seguridad en la industria alimentaria, asi como también lo es para la salud pablica.
Los enterococos, ademas de poseer resistencia intrinseca a algunos antibidticos tienen una gran
capacidad para adquirir mecanismos de resistencia y genes de patogenicidad. ComiUnmente, se
utilizan métodos fenotipicos en los laboratorios para realizar caracterizacién microbiol6gica de
especies de enterococos, aunque se sabe que son mas propensos a errores, debido a que, las
caracteristicas observadas en los perfiles fenotipicos pueden cambiar segln el estrés o factores
evolutivos (Sanderson et al., 2019). Sin embargo, las técnicas moleculares han permitido el
desarrollo de investigaciones como la de Kasimoglu Dogru y colaboradores (2009), quienes han

encontrado similitudes genéticas entre aquellos enterococos de origen humano y los de origen
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animal y la diferenciacion de cepas aparentemente inocuas con aquéllas que no lo son, no es sencilla
debido a los mecanismos de transferencia horizontal de genes. Al tener muy poca informacion al
respecto se requiere seguir investigando la posible relacion entre la procedencia de las distintas

cepas patogenas de enterococos.

En la actualidad existen algunos estudios que demuestran la importancia de la implementacién de
técnicas moleculares como amplificacion al azar de ADN polimorfico (RAPD por sus siglas en
inglés) para la caracterizacion filogenética del género Enterococcus. Hasan y colaboradores (2018),
aislaron cepas de Enterococcus faecalis a partir de pollo para investigar su potencial zoonoético, al
comparar los perfiles filogenéticos obtenidos por RAPD con los perfiles de cepas de origen humano
encontraron que estas eran muy similares, indicando la posibilidad de causar zoonosis. De igual
manera Hejazi y colaboradores (2019) realizaron un analisis de restriccion de ADN ribosomal
amplificado sobre las muestras de enterococo obtenidas a partir de queso y como resultado lograron
caracterizar distintas especies del género Enterococcus e incluso se propone el descubrimiento de
una especie nueva de enterococo. Por lo anterior, se espera encontrar genes que codifican factores
de patogenicidad y resistencia a antibioticos y la posible existencia de relacion filogenética en
nuestras cepas de enterococos provenientes de pollo expedido en la localidad. La finalidad de este
trabajo fue reconocer la importancia de la aplicacién de técnicas de caracterizacion molecular como
RAPD para determinar la posible asociacion filogenética entre las cepas de enterococos aisladas

de pollo expendido en comercios de la localidad.
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2. PRESENCIA DEL GENERO Enterococcus EN ALIMENTOS Y LA CRECIENTE
PREOCUPACION SANITARIA

El uso de microorganismos en la industria alimentaria se lleva a cabo desde hace miles de
afios y aunque no se conocia su presencia, estos formaban parte de procesos de fermentacion,
maduracion y conservacion de alimentos. Sin embargo, a lo largo de los afios han surgido nuevas
aplicaciones para los microorganismos en la industria alimentaria, como lo son los probioticos y el
uso de microorganismos productores de bacteriocinas, causando efectos benéficos al consumidor
como un aporte que vaya mas alla del aspecto nutricional del alimento (potencializador del sistema
inmune, reduccion de niveles plasmaticos de colesterol, entre otros) y mediante las bacteriocinas
se consigue evitar el desarrollo de microorganismos patégenos. Cabe hacer mencion que los

enterococos han sido utilizados tanto como probi6ticos como agentes productores de bacteriocinas.

Los enterococos en alimentos son utilizados comdnmente durante el proceso de fermentacion de
productos de origen lacteo (como Enterococcus casseliflavus en queso) y de origen carnico (como
E. faecalis y E. faecium en chorizo) en distintas regiones europeas. Estos alimentos fermentados
son posteriormente distribuidos a distintas partes del mundo (Franz et al., 2003). Asi mismo, el
género Enterococcus es utilizado frecuentemente como probidtico debido a que es capaz de
estimular el sistema inmune, asi como también posee la capacidad de ayudar a la digestion y a
mantener una microbiota estable mediante la produccion de bacteriocinas de accidon selectiva (entre
las mas comunes la enterocina A y enterocina B) contra microorganismos patdgenos como Listeria
monocytogenes, Clostridium tyrobutiricum, entre otros. Por otro lado, la presencia en alimentos de
algunas especies de enterococos ha generado controversia a lo largo de los afios debido a que, al
pertenecer a la microbiota intestinal, suelen ser también indicadores de contaminacién fecal
(Aarestrup et al., 2002).

Actualmente algunas especies son consideradas como E. faecalis y E. faecium oportunistas debido
a gque poseen un potencial para causar enfermedades y es de suma importancia considerar varios
factores. Por ejemplo: presencia de factores de patogenicidad, presencia y transferencia de genes
de resistencia a multiples antibioticos (Bonacina et al., 2017). En los Gltimos afios se ha propuesto
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caracterizar las cepas del género Enterococcus presentes en animales, ya que se ha observado que
el uso de antibi6ticos en granjas de produccion de pollo contribuye a la generacion de resistencia
en varias bacterias, los enterococos entre las mismas. Como producto de estas investigaciones, se
conoce que algunas de las cepas de enterococos aisladas a partir de animales comparten cada vez
mas similitud con aquellas aisladas en hospitales en cuanto a resistencia antimicrobiana y otros
factores de patogenicidad, por lo que se teme sobre el potencial zoonético que pudieran presentar
(Hasan y colaboradores, 2018).

2.1. Biologia del Género Enterococcus

Los enterococos fueron considerados antiguamente parte del grupo D del género Streptococcus de
acuerdo a la clasificacion de Lancefield, debido a las similitudes bioquimicas y morfolégicas que
presentaban con las bacterias de este género. Fue hasta finales de la década de 1980 que se
separaron en su propio género, gracias a la invencién de la tecnologia de secuenciacion de acidos
nucleicos (Solache y Rice, 2019). El género Enterococcus pertenece a la familia Enterococcaceae
y se compone de bacterias Gram positivas, que son anaerobias facultativas, catalasa negativa, no
esporuladas, poseen bajas cantidades de guaninay citosina en su ADN. Ademas, poseen una forma
ovoide y pueden ser encontradas principalmente en pares, formando cadenas cortas y en menor
escala como grupos pequefios (Diaz et al., 2010). Las bacterias de este género pertenecen a la
familia de bacterias acido lacticas, debido a que son capaces de producir dicho acido y a que por
lo general se desarrollan a temperaturas desde los 10°C hasta los 45°C; no obstante, la temperatura
Optima para su crecimiento reportada es de 35°C. Son capaces de desarrollarse en presencia de
hasta 6.5% de NaCl, hidrolizan esculina y pueden soportar concentraciones de sales biliares de
hasta un 40% (Gilmore et al., 2014). En la Figura 1 se puede observar la morfologia y agrupacion

del género Enterococcus.
Zhong y colaboradores (2017), reportan que el tracto gastrointestinal humano y de mamiferos es el

reservorio del género Enterococcus, sin embargo, debido a los procesos evolutivos, algunas

especies fueron capaces de diseminarse y migrar a otros hospederos como aves y plantas. Cabe
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mencionar que gracias a las altas capacidades adaptativas que poseen, es fécil para los enterococos
diseminarse hacia otros habitats poco usuales, lo cual se observa mas y mas con el paso del tiempo.
Dentro de estos habitats poco usuales donde se describe puede estar presente este microorganismo
(aunque en menor medida), se encuentra el tracto gastrointestinal de reptiles y de algunos insectos,
asi como en el suelo y agua, donde son considerados como contaminantes provenientes de las heces

de animales (Aarestrup et al., 2002).

Figura 1. Morfologia del género Enterococcus visto con tincion Gram sobre medio liquido, en
presencia de eritrocitos (células rosas) donde se sefialan a través de una flecha color negro los
diplococos de color morado caracteristicos de enterococos (Schell, 2018).

)

2.2. Principales Enfermedades Causadas por el Género Enterococcus

Los enterococos son conocidos como uno de los oportunistas asociados a infecciones nosocomiales
mas comunes ya que su presencia se ha asociado con el uso de catéteres y otros dispositivos propios
de terapias invasivas (los cuales llegan a contaminarse), asi como con periodos prolongados en las
estancias hospitalarias. Sin embargo, el aumento de poblaciones inmunodeprimidas, la habilidad

16



de los enterococos para adquirir determinantes genéticos relacionados con el desarrollo de
resistencia y la adquisicién de nuevos factores de patogenicidad, también han sido asociados con
las crecientes infecciones nosocomiales por enterococos (Rojas Chavez, 2014). Es posible que
cepas de enterococo resistentes de origen animal lleguen a hospitales a través de factores
ambientales como fomites y otros vehiculos acarreadores como el agua y los alimentos. Entre los
alimentos mas comunmente asociados con la presencia de cepas de enterococos se encuentra el
pollo. En las granjas de produccion de pollo, en muchas ocasiones los enterococos presentes en el
tracto gastrointestinal de dichos animales son excretados en altas concentraciones a través de las
heces, las cuales al secarse se pueden pulverizar, volatizar y contaminar a los mismos alimentos
que consumen, aumentando el recambio entre cepas, produciendo una alta probabilidad de
transferencia horizontal de genes relacionados con patogenicidad. Como consecuencia de lo
anterior, se ha descrito que las principales infecciones causadas por las cepas patogénicas de este
microorganismo son la endocarditis, bacteremia, infecciones en el tracto urinario, asi como
infecciones intra-abdominales, pélvicas y por ultimo, en menor medida, infecciones en el sistema
nervioso central (Moreno et al., 2006; Schell, 2018).

Se considera que los enterococos son la tercera causa mas comun asociada a endocarditis infectiva
en paises industrializados, atribuyéndoseles del 9 al 13% de los casos. Cabe destacar que, en los
ultimos afios se ha observado un incremento en los casos de endocarditis infectiva causados por
Enterococcus faecalis pasando de 15% en el afio 2007 hasta un 25.4% en el afio 2018 (Escola-
vergé et al., 2021). Por otra parte, estudios realizados por Ursi y colaboradores (2020), indican que
existe una asociacion directa entre la endocarditis infectiva enterocécica y enfermedades
colorectales. Esto es debido a que al pertenecer a la microbiota intestinal de varios animales, los
enterococos son capaces de resistir las barreras intestinales y tras colonizar los tejidos (causando
severos dafios en el tejido) y diseminarse al torrente sanguineo generandose asi una bacteremia y

posteriormente en los casos mas severos una endocarditis.

El género Enterococcus se ve asociado con las infecciones en el tracto urinario principalmente en
pacientes hospitalizados que han sido intervenidos con catéter o algun otro procedimiento invasivo.
Sin embargo, segun la informacion reportada por Turjeman y colaboradores (2021), los

enterococos ocupan el segundo lugar como patogeno del tracto urinario en hospitales después de
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Escherichia coli. En el estudio realizado por Goel y colaboradores (2020), se encontré un aumento
en la prevalencia de cepas de Enterococcus faecalis, E. faecium, E. dispar y E. pseudoavium
multiresistentes a antibidticos en pacientes con infeccion en vias urinarias. Dicho aumento lleva a
concluir que las infecciones urinarias causadas por enterococos han ido en aumento debido al
manejo desmedido de antibioticos y es necesario que se tomen medidas preventivas sobre el control

de los mismos.

Segun la informacidn reportada por Lee y colaboradores (2020), las infecciones al sistema nervioso
central causadas por enterococos son poco frecuentes; aun asi, cabe destacar, que ocupan entre el
0.3%y el 4% de los casos de meningitis bacteriana. Dentro del género, E. faecium es considerado
el principal causante de meningitis siendo capaz de infectar principalmente a nifios generalmente
menores a 5 afios. De igual manera, los pacientes en estado critico son susceptibles, ya sea por
haber recibido alguna neurocirugia, por haber contraido una bacteremia o bien tras una severa
enfermedad pulmonar. Por otro lado, se han descrito infecciones ain menos comunes causadas por
E. gallinarum que han escalado hasta casos severos de meningitis debido a un mal diagndstico ya
que, por lo general es considerada como una especie con poco potencial de patogenicidad y no se

le da la importancia debida (Han et al., 2018).

2.3. Infeccion y Toxinas Producidas por Enterococos

Para poder generar una infeccion en el hospedero, es necesario que los enterococos cumplan con
una serie de pasos que todos los microorganismos patdgenos llevan a cabo. Con el objetivo de
llevar a cabo la colonizacién los patdgenos poseen una serie de factores de patogenicidad que
trabajan en conjunto para facilitar la tarea de invadir y colonizar. Estos factores se clasifican segin
la funcion que desemperian, por ejemplo; segin Chajecka-Wierzchowska y colaboradores (2017),
describen la existencia de factores que permiten la adherencia de las células bacterianas con las
membranas mucosas Yy proteinas de la matriz extracelular de otras células. Otros de estos factores
secretados por los enterococos son llamados “destructores de tejido” resultando en la obtencion de

nutrientes que le permiten al microorganismo continuar con su desarrollo. Y, por dltimo, se
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conocen las feromonas sexuales, cuyo nombre se da gracias a la atraccion que generan entre una
célula receptora y una donadora, cumpliendo con la funcién de promover la comunicacion celular

y la transferencia conjugativa de genes.

Aunado a la produccion de estos factores de patogenicidad, algunas especies del género
Enterococcus producen sustancias de caracter proteico llamadas enterocinas cuya funcion es
inhibir el crecimiento de otros microorganismos que puedan representar competencia a los
enterococos (Hugas et al., 2003). Esto les brinda ventajas en cuanto a la obtencion de nutrientes
ya que eliminan a los microorganismos que también intentan colonizar en el mismo sitio que el
enterococo. En el trabajo de Padilla y colaboradores (2012), en pacientes hospitalizados con
bacteremia, se aislaron cepas de enterococos productoras de enterocinas. El aislamiento de estas
cepas puso en alerta sobre el creciente uso que se hacia para algunas cepas de enterococos como
probidticos, ya que la produccion de enterocinas pudiera ser la responsable del desarrollo de
infecciones y pudiera también ser una caracteristica que se transfiera horizontalmente entre las
diferentes cepas. Debido a la suposicion que las enterocinas son capaces de despejar el epitelio
intestinal permitiendo la colonizacion de especies patogénicas, se ha propuesto posponer su uso

como probidtico, hasta que se estudie a fondo este fendmeno.

2.4. Resistencia de Enterococcus hacia Antibi6ticos

Hoy en dia, una de las principales amenazas hacia la innocuidad alimentaria y a la salud, es la
resistencia a antibioticos generada precisamente por el uso inapropiado de los mismos, ya sea por
parte de la medicina humana o bien por la administracion a largo plazo en granjas productoras de
animales de consumo. De manera similar, los alimentos de origen vegetal no estan exentos de
contribuir al crecimiento de la resistencia a antibidticos, ya que estos pueden contaminarse con
bacterias resistentes a antibidticos en varias etapas de su produccion. Por ejemplo, los enterococos
resistentes a antibidticos forman parte de la microbiota intestinal de muchos animales y es comdn
que estos contaminen frutas y verduras a traves de las heces y el agua de riego contaminada con

las mismas (Chajgcka-Wierzchowska et al., 2020). En la investigacion realizada por Schell (2018)
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se menciona que al dia de hoy esta prohibido el uso de avoparcina (antibiético) como promotor del
crecimiento en pollo, ya que fue el causante de la emergencia de enterococos resistentes a

vancomicina a nivel ambiente, alimentario y en infecciones no hospitalarias.

A partir de la década de 1990, algunas especies de los enterococos pasaron de ser microorganismos
comensales a patdgenos emergentes y es debido a esto que las infecciones enterococicas se
posicionan entre las primeras diez infecciones adquiridas en hospitales a nivel mundial (Gilmore
et al., 2014). En los ultimos afios han surgido nuevos mecanismos de resistencia a antibioticos que
son fécilmente transferibles, dejando cada vez menos opciones para combatir a los
microorganismos patdgenos. Es preciso enfatizar que la resistencia a antibidticos puede ser
intrinseca, es decir, que la bacteria posea mecanismos naturales para poder defenderse contra los
antibioticos. Pero también puede ser que la resistencia sea adquirida mediante diversos mecanismos
ampliando las posibilidades de sobrevivir cada vez a un numero mayor de antibioticos. Es por eso
que gracias a que los enterococos son capaces de presentar resistencia intrinseca a una amplia gama
de antibidticos como algunos betalactdmicos, se ha demostrado también su resistencia intrinseca a
las cefalosporinas, clindamicina, trimetroprim con sulfametoxazol y a aminoglucécidos (Solache
y Rice, 2019). El Centro de Control de Enfermedades (CDC) estima que, si para el afio 2050 no se
disponen de nuevos antibioticos, se produciran aproximadamente 10 millones de muertes anuales

a nivel mundial, por infecciones bacterianas multiresistentes (Church y Mckillip, 2021).

2.4.1. Mecanismos de Adquisicion de Resistencia a Antibidticos

Existen diversos mecanismos por los cuales las bacterias pueden conseguir material genético
exogeno que les brinda la capacidad de generar resistencia a antibi6ticos que antes no poseian;
dichos mecanismos se conocen como transformacion, transduccion y conjugacion. EI mecanismo
de transformacién es aquel en el que la célula bacteriana entra en contacto con fragmentos de ADN
exogeno en el ambiente proveniente de otra célula bacteriana muerta y estos fragmentos se integran
a su genoma bacteriano, resultando en la adquisicion de nuevas caracteristicas. Por otro lado, la

transduccion es el mecanismo por el cual una bacteria obtiene fragmentos de ADN de otra bacteria
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a través de un fago. Sin embargo, ain no ha habido reportes de bacterias intestinales como los
enterococos que diseminaran genes de resistencia a antibioticos por estos mecanismos, aunque de
igual manera la informacion es escasa (Mendoza Medellin, 2011). Por lo tanto, es importante seguir
investigando si es posible que esto suceda a nivel intestinal y si puede llegar a representar un riesgo

a la poblacion.

Por altimo, la conjugacién bacteriana es un mecanismo bajo el cual los microorganismos pueden
intercambiar material genético entre si mediante el contacto directo. EI mecanismo consiste en el
contacto celular entre bacterias vivas y es un proceso en el cual se consume energia para llevarse a
cabo, el resultado de esto, es la transferencia de plasmidos conjugativos o de transposones
conjugativos. Segun los reportes de Licht y Wilcks (2006), la transferencia conjugativa en bacterias
Gram positivas asociadas al tracto gastrointestinal de varios animales como pollo, cerdo y roedores
ha ido en aumento en las Ultimas décadas. Por otro lado, algunos estudios han demostrado que es
posible que una célula donadora perteneciente a una especie transfiera plasmidos conjugativos a
un receptor de una especie diferente. Como consecuencia de lo anterior, la preocupacion de la
diseminacion de los genes de resistencia a antibioticos a especies que no han tenido contacto con

antibidticos ha ido en aumento.

2.4.2. Expresion de la Resistencia a Antibidticos

Tras haber adquirido genes de resistencia a antibioticos, las bacterias expresan esta resistencia
mediante procesos bioguimicos que llevan a la inactivacién, degradacion o a la expulsion del
antibidtico de la célula bacteriana y estos mecanismos pueden ser activados al mismo tiempo. Uno
de los principales retos de los antibio6ticos es la impermeabilidad de la membrana bacteriana. Este
mecanismo es de suma importancia para microorganismos Gram negativos y Gram positivos
(como los enterococos). Esto es debido a que algunos antibidticos necesitan atravesarla para llegar
al sitio de accion y otros tienen sus sitios de reconocimiento en dicho lugar pero las bacterias son
capaces de reorganizar la membrana para evitar el reconocimiento del antibiotico (Troncoso et al.,

2017). En caso de que el antibiotico ingrese, otro mecanismo con la finalidad de expulsar al agente
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antimicrobiano de la célula, tanto en Gram positivos como Gram negativos es la expresion de
bombas de eflujo, que funcionan como proteinas transmembranales que captan al antibidtico tan
pronto entra al citoplasma y lo llevan de vuelta al exterior. Mediante este mecanismo se genera
resistencia a tetraciclinas, quinolonas, cloranfenicol, betalactamicos, asi como a los antisépticos y

desinfectantes de tipo amonio cuaternario (Robles-Contreras y Pérez-Cano, 2014).

El mecanismo de inactivacion se lleva a cabo mediante enzimas producidas por la bacteria para
modificar el antibidtico o en otros casos para degradarlo mediante reacciones de hidrolisis, 6xido
reduccion y transferencia de grupos funcionales. Algunas de estas enzimas producidas son
excretadas al ambiente extracelular para inactivar al agente antimicrobiano y otras actlan dentro
de la célula misma debido a que necesitan de un cofactor para realizar su funcién. Como es el caso
de las betalactamasas, las cuales son enzimas secretadas que acttan hidrolizando el anillo
betalactamico de penicilinas y cefalosporinas, en cambio, las transferasas actdan en el citoplasma
catalizando reacciones como N-acetilacién o fosforilacion para modificar aminoglucécidos,
rifampicinas y macrolidos. Dzidi¢ y colaboradores (2008), describen que, al dia de hoy se sabe que
ambos mecanismos enzimaticos son de suma importancia ya que se encuentran presentes en una

gran diversidad de bacterias, entre ellas el género Enterococcus y son bastante dificiles de eliminar.

De igual manera, uno de los mecanismos mas importantes contra la resistencia a antibioticos es la
modificacion del sitio activo, debido a que muchos agentes antimicrobianos actian sobre proteinas
ribosomales. Los enterococos, entre otros microorganismos, son capaces de sintetizar proteinas que
protegen a los ribosomas interactuando con las proteinas ribosomales causando un cambio
conformacional en los sitios de unién de antibidticos como las tetraciclinas quienes son
posteriormente expulsadas mediante bombas de eflujo (Troncoso et al., 2017). En la Figura 2 se

pueden observar en conjunto los mecanismos de resistencia a antibioticos y su distribucion.
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c).

a). Membrana externa
Figura 2. Representacion de los distintos mecanismos de resistencia bacteriana a antibi6ticos
donde el inciso a) Representa los cambios en la permeabilidad de la membrana externa. b) Las
bombas de eflujo. ¢) La degradacion enzimatica del antibiotico y d) la modificacion del sitio activo
del antibiotico (Loera-Valenzuela et al., 2016).

2.5. Tendencia Secular en la Resistencia de Enterococcus spp.

Segun los datos publicados por el Centro Europeo para la Prevencién y el Control de Enfermedades
(ECDC), el porcentaje de resistencia de Enterococcus faecalis a vancomicina en el Reino Unido
se ha mantenido entre 0.6% hasta 5.3% en el periodo 2006-2017. Aunque segun su Gltimo reporte,
la prevalencia de estas bacterias resistentes disminuy6 hasta el 1.6% en el 2018, posiblemente por
un mejor uso en la administracion del antibidtico. Por otro lado, la resistencia de Enterococcus
faecium a vancomicina representa una sefial de alarma ya que esta se ha observado que en el periodo
2006-2018 se ha mantenido en porcentajes mayores al 20%. Este mismo seguimiento se llevo a
cabo en varios paises europeos y en el caso de E. faecalis solo present6 un porcentaje de resistencia
a vancomicina mayor del 10% en Letonia. En cuanto a E. faecium méas de 10 paises presentan
resistencias mayores del 25% siendo posible que se esté llevando a cabo un uso excesivo de este
antibidtico ya sea en la industria alimentaria y en el area hospitalaria, aunque también existe la

posibilidad que se esté presentando un brote (ECDC, 2018).
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La informacion proporcionada por el CDC (2019), dice que aproximadamente el 30% de las
infecciones nosocomiales son causadas por enterococos resistentes a vancomicina. En el 2012
fueron causantes de aproximadamente 84,800 casos de infeccidn en los Estados Unidos, pero
gracias al control y apropiado uso de antibidticos y consecuente a eso, estos casos fueron
disminuyendo afio con afio donde, en el 2017, se reportaron cerca de 54,500 casos de infeccion por
este microorganismo en pacientes hospitalizados. Garza-Gonzélez y colaboradores (2019),
describen en su trabajo un seguimiento de la resistencia a antibioticos en 47 centros de salud de 20
estados de México donde se reporta que el 21% de E. faecium y E. faecalis aislados resultaron
resistentes a vancomicina y en el caso de E. faecalis se encontr6 que el 7% de los aislados eran

resistentes a linezolid.
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3. AREAS DE OPORTUNIDAD DE LAS TECNICAS CONVENCIONALES
UTILIZADAS PARA LA CARACTERIZACION DE Enterococcus spp.

3.1. Biotipificacion

La biotipificacion consta de la observacion de las propiedades fisiologicas y metabdlicas que los
microorganismos realizan, las cuales suelen ser distintas entre bacterias de una especie y otra,
permitiendo su caracterizacion parcial. El cultivo bacteriano sigue siendo el método de eleccion
primaria ya que permite el aislamiento del microorganismo, para posteriormente poder observar su
morfologia tanto colonial como bajo microscopio tras realizar algun tipo de tincidn. Los métodos
de caracterizacion fenotipica son métodos bastante sencillos de realizar, sin mencionar que son
muy accesibles, es por ello que son la primera opcién cuando se quiere caracterizar un
microorganismo (Smilja Kalenic, 2011). Sin embargo, a pesar de ser métodos muy practicos, no se
debe de basar al 100% en los resultados obtenidos por este medio ya que una de las limitantes de
esta técnica es el hecho que las bacterias pueden adaptarse y al hacerlo, estas pueden adquirir o
perder genes que le permitiran expresar fenotipos diferentes.

Para realizar una caracterizacion fenotipica de las especies del género Enterococcus se realiza
principalmente la observacién morfoldgica, las pruebas de fermentacion de carbohidratos y
pruebas de susceptibilidad a antibidticos (Gilmore et al., 2014). Sin embargo, existen, otras pruebas
que permiten ampliar la caracterizacién al momento de distinguir entre una especie de otras, por
ejemplo: prueba de la catalasa, la prueba de hidrolisis de L-pirrolidonil B-naftil-amida (PYR), entre
otras. El problema principal de la caracterizacion fenotipica es que suelen reportarse resultados
erréneos debido a la diversidad y heterogeneidad del género y sus caracteristicas fenotipicas
(Schell, 2018). Asi mismo, existen otros factores limitantes que hacen que estos métodos sean
deficientes, por ejemplo; puede que la cepa a identificar posea genes que no se estan expresando
cuando si se esperaria que lo hicieran y esto puede llevar a una caracterizacion inapropiada. Por
otro lado, tenemos el tiempo que se requiere para la generacion de resultados, este tipo de métodos
por lo general requieren de dias 0 semanas para poder obtener resultados debido a que se debe
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esperar a que el cultivo bacteriano se desarrolle y purifique para asi poder trabajar con él, lo cual
lleva al consumo de varios dias de trabajo.

Ballesteros y Calderdn (2018), realizaron pruebas de fermentacion de carbohidratos por micro
placa y de susceptibilidad a antibidticos por difusién en disco para caracterizar muestras de
enterococo provenientes de visceras de pollo, mismas muestras que se utilizaron en el presente
trabajo. Segun los datos obtenidos a partir de la fermentacion de carbohidratos (sorbosa, lactosa,
adonitol, melisitosa, melobiosa, rafinosa, arabinosa, glucosa, galactosa, sacarosa, trealosa, inulina,
xilosa, manitol y sorbitol) se encontraron 9 especies pertenecientes al género Enterococcus, entre
ellas E. casseliflavus, E. faecalis, E. raffinosus, E. faecium, entre otras. En cuanto a las pruebas de
susceptibilidad a antibidticos (amikacina, kanamicina, amoxicilina con acido clavulanico,
eritromicina, norfloxacina, nitrofurantoina, imipenem, tetraciclina, vancomicina, ampicilina y
estreptomicina) se encontr6 que la mayoria de las cepas presentaban resistencia a multiples
antibidticos siendo E. faecium la especie que mayor resistencia presento.

Por otro lado, en el trabajo realizado por Sanderson y colaboradores (2019), no fue posible
distinguir mediante caracterizacion fenotipica a dos especies, mismas que si se resolvieron
mediante el empleo de caracterizacion molecular: Enterococcus casseliflavus y Enterococcus
gallinarum. Con este trabajo se mostro que las técnicas moleculares son una herramienta apropiada
para la caracterizacion, por lo cual se deben buscar adaptar estos tipos de métodos como

herramientas de caracterizacion para estos microorganismos.

3.2. Serotipificacién

Los métodos de caracterizacion serologica son principalmente utilizados para fines
epidemiolégicos. Sin embargo, tienen otras aplicaciones que permiten conocer el diagnéstico de
infecciones por microorganismos que no se pueden cultivar o también para conocer el estado
inmunitario de un individuo o poblacion previo a una vacunacion. Estos métodos se basan en la

busqueda de antigenos que poseen los microorganismos o bien se puede realizar de manera
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indirecta buscando los anticuerpos que se generan para contrarrestar dichos antigenos (Garcia-
Bermejo y de Ory, 2017). Para llevar a cabo estas interacciones antigeno-anticuerpo se han
desarrollado una gran cantidad de técnicas que hoy en dia se siguen utilizando debido a que son
bastante practicas y muy accesibles. Entre ellas se han desarrollado técnicas de precipitacion,
ensayos de aglutinacion, fijacion del complemento, coagulacion, inmunofluorescencia,

radioinmunoensayos, entre otros (Guzman Urrego y Bernal Rivera, 1999).

La aplicacion de técnicas seroldgicas para la caracterizacion de enterococos ha quedado en el
pasado debido a que estos microorganismos poseen mucha similitud con los estreptococos del
grupo D de Lancefield, tanto asi que los enterococos pertenecian al género Streptococcus en el
pasado hasta la aparicion de la secuenciacion (Domig et al., 2003). La automatizacion de las
técnicas serologicas ha permitido la obtencion de resultados de manera mas rapida y confiable,
aungue la caracterizacion microbioldgica no se debe de basar solo de la realizacion de estas pruebas
ya que, como toda prueba de laboratorio, estas tienen sus limitaciones. Ademas del tiempo que
puede llegar a tardar para obtener resultados fiables, existe la posibilidad de obtener resultados
falsos positivos o falsos negativos, es por esto que los resultados deben ser tomados como una guia
y posteriormente realizar otro tipo de pruebas mas especificas y sensibles. En el trabajo realizado
por Garcia (2009), se menciona que a pesar de la mejora en los métodos de serotipificacion, aun
asi, esta metodologia se ve desplazada por los métodos de biologia molecular. Esto se ha visto
especialmente por la aparicion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) debido a su alta
especificidad y sensibilidad, por lo que se espera que en el futuro por lo menos en el caso de los
enterococos, la caracterizacion seroldgica se utilice Unicamente en casos especiales, principalmente

de indole epidemioldgica.
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4. LA CARACTERIZACION MOLECULAR COMO LA HERRAMIENTA MAS UTIL
PARA CARACTERIZACION DE ENTEROCOCOS PRESENTES EN ALIMENTOS

La utilizaciobn de métodos microbioldgicos cléasicos generalmente implica un cultivo
apropiadamente aislado y purificado. Posteriormente la aplicacion de pruebas morfolégicas,
bioquimicas y seroldgicas, las cuales pueden extender el trabajo de caracterizacion de
microorganismos desde dias hasta semanas (Palomino-Camargo y Gonzalez-Mufioz, 2014).
Mediante el avance de las técnicas moleculares, se ha logrado analizar la diversidad microbiana a
través del uso de métodos que permiten obtener informacién més precisa de los genomas
bacterianos. El uso de marcadores moleculares, es al dia de hoy un recurso de alto valor en el area
de la genética debido a que permiten distinguir entre genotipos. Cabe mencionar gque a lo largo de
las dltimas cuatro décadas se ha ido mejorando la resolucion de los marcadores moleculares,
particularmente los marcadores de ADN gracias a los avances conseguidos en las técnicas de

reaccion en cadena de polimerasa, secuenciacion e hibridacion (Grover y Sharma, 2016).

4.1. Secuenciacion

Esta técnica surge en 1977 por Maxam y Gilbert con un método quimico, sin embargo, a su vez
surge el método enzimético de secuenciacién de Sanger; con la diferencia que el primero se basa
en el rompimiento de la cadena de ADN mediante agentes quimicos y el otro se basa en una
replicacion controlada. La finalidad de estos métodos es el de conocer el ordenamiento de las bases
nitrogenadas (estructura primaria) en una secuencia o fragmento de ADN (Marquez et al., 2014).
A lo largo de los afios las técnicas de secuenciacion han ido evolucionando hacia métodos
automatizados y métodos que ya no dependen de electroforesis, permitiendo reducir los problemas
que las técnicas originales presentaban. Gracias a la implementacion de fluorescencia y a la
automatizacién, fue posible pasar de secuenciaciones de genomas que tardaban meses, a
secuenciaciones de horas y menos costosas. La secuenciacion de acidos nucleicos es considerada

a la fecha como el estandar de oro de la biologia molecular ya que permite un conocimiento de la
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estructura primaria de los nucleétidos (con las bases nitrogenadas correspondientes) en los acidos
nucleicos implicados en los diferentes procesos celulares, asi como la composicion de mapas

cromosomicos (Meda Gomez et al., 2013).

Abad-Guamén y colaboradores (2017) fueron capaces de obtener un amplio conocimiento acerca
de la composicion de la microbiota intestinal del pollo en diferentes etapas de crecimiento a través
del uso de secuenciacion del ARN ribosomal 16S y observaron la presencia del género
Enterococcus en la mucosa ileal a partir de los 7 dias en la fase inicial de crecimiento del pollo, asi
como en el buche y en el intestino delgado en etapas ya desarrolladas. Gracias a esta informacion,
no solo se puede obtener una vision de la composicion de la microbiota, sino que también es posible

observar la relacion que existe entre los microorganismos con procesos metabdlicos.

4.2. Hibridacion

El fundamento de este método se basa en el apareamiento reversible de hebras de &cidos nucleicos,
dichas hebras pueden ser separadas mediante la aplicacion de calor o agentes alcalinos para romper
los puentes de hidrégeno formados entre las bases complementarias. Segun Franco (2013), la
hibridacion in situ es una de las principales técnicas utilizadas en la biologia molecular ya que, al
agregar un marcador a las hebras de acido nucleico, es posible determinar la expresion en tejidos
individuales y heterogéneos de manera especifica. Por otro lado, Domig y colaboradores (2003),
indican que el uso de sondas para genes codificados en el ARN ribosomal permite realizar
identificacion de microorganismos debido a que este ARN posee una gran cantidad de regiones
conservadas. Ademas, tras la experimentacion continua, se han llegado a crear sondas especificas
para especies y grupos de enterococos lo cual brinda una evidente ventaja sobre las pruebas

fenotipicas convencionales.
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4.3. Fragmentos de Restriccion de Longitud Polimdrfica (RFLP)

La técnica de fragmentos de restriccion de longitud polimérfica (RFLP por sus siglas en inglés)
fue establecida en 1974 y permite detectar la aparicion de fragmentos de ADN de diferentes
tamarfios tras digerir el ADN gendmico con enzimas de restriccion, seguido de la separacion de
fragmentos mediante electroforesis y por ultimo se hibridan dichos fragmentos con sondas
radioactivas o quimioluminiscentes y se observan por autoradiografia. Una segunda opcién es
después de la electroforesis aplicar un agente intercalante de ADN vy visualizar el gel en
transiluminador/fotodocumentador, por lo que se considera como una técnica de confianza que
aporta informacién valiosa en la distincion de genotipos ya que, al utilizar enzimas de restriccion
conocidas, los sitios de restriccion son constantes con el paso del tiempo (Yang et al., 2013). Sin
embargo, como toda técnica presenta desventajas, en el caso de RFLP se requiere mucho tiempo y
labor asi como también una cantidad elevada de ADN (5-20ug) para llevar a cabo el proceso, otra
desventaja de suma importancia es que solo permite detectar mutaciones en los sitios de restriccion
volviendo limitada la comparacion de genomas completos entre diferentes cepas bacterianas
(Grover et al., 2016).

4.4. Analisis de Restriccion de ADN Ribosémico Amplificado (ARDRA)

Utilizada por primera vez en 1992 y también conocida como ARDRA (por sus siglas en inglés), es
una técnica util para la caracterizacion de microorganismos puros, esta se basa en la amplificacion
del gen de ARN ribosomal 16S mediante PCR, seguida de una digestion de los amplicones con
enzimas de restriccion y los fragmentos obtenidos son analizados a través de electroforesis en gel
de agarosa. Los perfiles obtenidos son comparados entre si para determinar la similitud entre los
mismos Yy de esa forma estimar la similitud gendmica existente entre los aislados. Se conoce que la
utilizacion de una sola enzima de restriccion que reconoce sitios de cuatro nucledtidos no brinda la

resolucion adecuada a la hora de realizar el analisis de patrones, por lo que se recurre a utilizar de
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3 a4 enzimas de restriccion y la seleccion de estas también tiene un rol importante para mejorar la

resolucion (Kashyap et al., 2020).

Hejazi y colaboradores (2019) aislaron distintas muestras de posibles enterococos aislados a partir
de queso, los cuales se caracterizaron a través de métodos fenotipicos (pruebas bioquimicas y
pruebas de susceptibilidad a antibidticos) asi como métodos moleculares (ARDRA, secuenciacion
de ADN ribosomal 16S, entre otras). Al analizar en conjunto la informacion obtenida a partir de
los métodos fenotipicos, asi como ARDRA vy la secuenciacion del ADN ribosomal 16S se logro
caracterizar con un criterio méas discriminatorio las muestras hasta el nivel de especie, incluso se
menciona la posibilidad de la aparicion de una posible nueva especie dentro del género
Enterococcus. Sin embargo, se plantea que es necesario realizar mas pruebas para confirmar, por
ejemplo, obtener la secuenciacion completa del ADN gendmico de la posible nueva especie para

comparar con las secuenciaciones en las bases de datos publicas existentes.

En el estudio realizado por Scheidegger y colaboradores (2009) se obtuvieron distintas muestras
de enterococos gque provenian de carne de pollo y otros alimentos y tras haber amplificado el gen
de ARN ribosomal 16S y ser sometido a ARDRA, se comparé la informacion obtenida con
informacion recopilada a través de pruebas bioquimicas y se llegé a la conclusion que al aplicar la
técnica de ARDRA junto con la caracterizacion fenotipica por pruebas bioquimicas se obtiene un
método confiable y relativamente simple para lograr caracterizar y separar por género los aislados

de enterococos obtenidos a partir de alimentos de origen animal.

4.5. Amplificacion al Azar de ADN Polimorfico (RAPD)

La técnica de PCR es reconocida a nivel mundial debido a que es una técnica sencilla y con una
alta probabilidad de éxito, utilizada para realizar estudios genéticos basados en la amplificacién de
ADN. Uno de los principales inconvenientes de la PCR es la necesidad de conocer las secuencias
de ADN que se desean amplificar, sin embargo, al descubrir que al utilizar iniciadores cortos con

secuencias aleatorias para amplificar regiones de ADN al azar se facilito la creacion de marcadores
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moleculares con una gran variedad de propositos. La técnica de RAPD a diferencia de la PCR
convencional utiliza iniciadores de 10 nucledtidos y gracias a ellos se es capaz de diferenciar entre
individuos genéticamente distintos siempre y cuando el método sea reproducible
(Gurusubramanian y N. Senthil, 2011). Ademas, se utiliza un solo iniciador, no los dos que
tradicionalmente se utilizan en PCR de punto final (forward y reverse). El uso de un solo iniciador
se basa en la probabilidad estadistica de que se presenten sitios complementarios al oligonucleétido

de 10 pares de bases a lo largo del genoma.

La técnica de RAPD consiste en la utilizacion de iniciadores para dirigir una reaccion de
amplificacion de cadena de acidos nucleicos en lugares no especificos del genoma, dando como
resultado la generacidn de bandas de diversos tamafios. Entre las aplicaciones que esta metodologia
puede realizar se encuentran los mapeos gendmicos, permite estudiar la diversidad genética entre
especies, ademds que permite la observacion entre las interacciones animales-plantas-
microorganismos. La ventaja de esta técnica es que no se requiere conocimiento previo de la
secuencia de ADN con la que se trabajara ni de la utilizacion de sondas homologas. El iniciador a
utilizar consiste de una secuencia corta (aproximadamente 10 nucle6tidos), de manera que es mas
facil que este encuentre una secuencia complementaria en el genoma blanco y se amplifique. Aun
asi, para que se lleve a cabo la amplificacién se deben cumplir varios requisitos, el primero de ellos,
es que el iniciador debe unirse a la secuencia de ADN de interés en una orientacién en particular,
de manera que queden direccionados apuntando el uno hacia el otro y el segundo requisito que
debe ocurrir es que estos iniciadores queden acoplados a la cadena de ADN en una distancia

razonable entre ellos, ya que si la distancia es muy grande no ocurrira la amplificacion.

La figura 3 muestra un ejemplo de como sucede la union de los iniciadores, asi como el sentido en

el que estos estan posicionados y los productos generados de la RAPD-PCR.

Se considera polimorfismo cuando la secuencia de bases nitrogenadas de una molécula de ADN es
variable entre los organismos de una poblacién, y con esta técnica esto es visible mediante la
observacion de bandas de diferente nUmero de pares de bases entre las muestras cuando son
analizadas por electroforesis. Si las bandas son idénticas entre un individuo y otro, se considera
gue hay homologia entre ellas, por lo tanto, entre mas bandas idénticas se observen mayor sera la
homologia (Gurusubramanian y N. Senthil, 2011; Meda Gomez et al., 2013; Rios et al., 2009). EI
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grado de homologia es una medida proporcional a la distancia filogenética entre los aislados. Si
dos aislados tienen un 100% de homologia se puede sospechar que son la misma cepa, pero este

debiera ser confirmado por secuenciacion del ADN gendmico total.

Gilmore y colaboradores (2014), mencionan que el método de secuenciacion rRNA 16S no posee
la resolucién adecuada para distinguir entre algunas especies del género Enterococcus como E.
casseliflavus y E. gallinarum. Esto es debido a que estas especies son 99.9% idénticas bajo este
método. Sin embargo, con apoyo de RAPD y otras técnicas moleculares llega a poseer la resolucion
adecuada para separar entre una especie y otra. Por otro lado, Hasan y colaboradores (2018), fueron
capaces de encontrar la relacion filogenética entre especies de Enterococcus faecalis provenientes
de pollo y de E. faecalis de origen clinico mediante la implementacion de esta técnica. Por lo que,
la amplificacion al azar de ADN polimorfico resulta ser un gran recurso para la caracterizacion y
busqueda de relacion filogenética de especies del género Enterococcus de origen tanto clinico

como alimentario.
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Figura 3. Representacion de una RAPD-PCR con amplificacion simple (A, B, C), doble (A+B,
B+C, A+C) y triple (A+B+C), la imagen (a) muestra las indicaciones hipotéticas de patrones de
bandeo y (b) muestra una sola banda amplificada por iniciador, las bandas extra amplificadas por
dos y tres iniciadores se indican con asterisco (Alzohairy, 2016).
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4.6. Electroforesis en Gel de Campo Pulsado (PFGE)

Este método fue desarrollado en 1984 por David Schwartz y Charles Canton y se basa en la
separacion de grandes fragmentos de ADN, con la finalidad principal de encontrar patrones
especificos conocidos como huellas gendmicas o “fingerprints” en estos fragmentos de ADN. El
método consiste en la aplicacion de distintos campos eléctricos que cambian su angulo de
orientacion en un determinado periodo, a un gel de agarosa en el que se encuentran los fragmentos
de ADN obtenidos por macrorestriccion y entre mayor sean estos fragmentos, mayor sera el tiempo
que tardara el campo eléctrico en reorientarse. Al dia de hoy existen algunas variantes para la
realizacion de esta técnica lo cual resulta en variaciones en la resolucion y en la relacion geométrica
de los carriles de la muestra (Cardozo-Bernal et al., 2013). La separacion por el método Contour-
clamped Homogenous Electric Field (CHEF) se considera como el método de mayor resolucion
entre todos y ha resultado muy Util para la implementacion en el &rea de la microbiologia molecular
en estudios sobre relacion filogenética bacteriana, asi como evolucion de especies y su
diseminacion. Sin embargo, se puede utilizar para otros fines como analisis cromosomales
(cariotipos), en la prevencion, control y seguimiento de infecciones bacterianas y aseguramiento

de inocuidad alimentaria (Neoh et al., 2019).

A pesar de no ser una técnica que se invento recientemente, la electroforesis en gel de campo
pulsado (PFGE) sigue siendo hasta la fecha el segundo estdndar de oro, despues de la
secuenciacion, en la biologia molecular para establecer la relacion entre especies. Esto es debido a
que los fragmentos de ADN observables representan mas del 90% del genoma total, ademas, los
métodos estandares utilizados para realizar PFGE varian muy poco entre microorganismos Gram
positivos 0 Gram negativos lo cual brinda practicidad a este método (Goering, 2010). Domig y
colaboradores (2003), mencionan que la PFGE ha mostrado ser superior en la interpretacion de
relacion inter especie en el género Enterococcus por lo que, comdnmente se utiliza para la
diferenciacion y evaluacion epidemioldgica de infecciones nosocomiales enterocdcicas, asi como
también para la tipificacion de las cepas resistentes a antibidticos como vancomicina o

glucopeéptidos.
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Existe muy poca evidencia en México sobre la utilizacion de técnicas moleculares para realizar una
caracterizacion del género Enterococcus proveniente de muestras de alimentos, particularmente de
pollo, que es una fuente comun para el aislamiento de este microorganismo. A pesar de conocer el
riesgo potencial que presentan los enterococos como agentes patdgenos, debido entre otras causas
a que son portadores de multirresistencia, observada en cepas aisladas de diferentes origenes, asi
como de su capacidad intrinseca de conjugacion para transferir horizontalmente dichos genes a
otros microorganismos. Es importante la estandarizacion de procesos de caracterizacion molecular
para la caracterizacion de enterococos en pollo, porque esto seria una forma mas sensible,
especifica y rapida para llevar un seguimiento epidemiol6gico adecuado del microorganismo y la

prevencion de posibles problemas con impacto en la salud pablica.
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5. HIPOTESIS

La implementacion de las técnicas moleculares de amplificacion al azar de ADN
polimorfico (RAPD) permite establecer la relacion filogenética, asociada con la caracterizacion
polifasica, de cepas de Enterococcus spp. aisladas de pollo distribuido comercialmente en

Hermosillo Sonora.
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6. OBJETIVOS

6.1. Objetivo General

Implementar el uso de la técnica de amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD) para la
caracterizacion filogenética de cepas de Enterococcus spp. aisladas de visceras de pollo, distribuido

comercialmente en Hermosillo Sonora.

6.2. Objetivos Especificos

e Seleccionar dos iniciadores para la técnica de RAPD que permitan evaluar el polimorfismo en
aislados previamente caracterizados de Enterococcus spp provenientes de pollo distribuidas en

el mercado local de Hermosillo, Sonora.

e Caracterizar los aislados de Enterococcus spp. utilizando los 2 iniciadores seleccionados

mediante la amplificacion al azar de ADN polimérfico (RAPD).

e Determinar cuéles son las relaciones filogenéticas entre los aislados de Enterococcus spp
utilizando la caracterizacion por RAPD y las demas caracterizaciones previamente establecidas
(fermentacidn de carbohidratos, presencia de genes asociados a patogenicidad y sensibilidad a

antibioticos) mediante analisis de conglomerados.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Obtencion y Reactivacion de Aislados Bacterianos

Se trabajé con 80 aislados de Enterococcus spp. previamente caracterizados fenotipicamente
obtenidos a partir de visceras de pollo expendidas en distintos puntos de venta, seleccionados en
un muestreo aleatorio de corte transversal en enero del 2018 en la ciudad de Hermosillo, Sonora,
México. Primeramente, se descongelaron los aislados de Enterococcus spp. que se encontraban
resguardados en ultracongelacion a -70° C en el cepario del Departamento de Ciencias Quimico-
Bioldgicas de la Universidad de Sonora. Los aislados estaban congelados en BHI (Brain Heart
Infusion) con glicerol al 20%. Se inocularon las cepas en caldo BHI (BD No. 211200) fresco y se
incubaron durante 24 h a 37° C; después, se inoculé mediante estria cruzada en medio Bilis
Esculina (BEM BD No. 299068) bajo las mismas condiciones de incubacion. Posterior a la
incubacion, se observaron las caracteristicas coloniales morfologicas caracteristicas del género
Enterococcus como la presencia de colonias de color negro, lisas, puntiformes de 1 a 2 mm, bordes
regulares. Después se tomd muestra de la colonia estudiada y se inoculé en medio Agar Base
Sangre (MCD No. 7242) por 24 a 37°C mediante estria cruzada, se comprobé que la morfologia
colonial revelara un solo tipo de colonias y se tomaron al azar 3 colonias de cada placa para realizar
tincion Gram y de esta forma confirmar la pureza de cada uno de los aislados. Una vez confirmada
la pureza y el Gram, se inocul6 en caldo BHI con glicerol al 20% el cultivo puro y se incubd de

igual manera a 37°C durante 24 h para finalmente resguardar nuevamente en ultracongelacion.

7.2. Extraccion de Acidos Nucleicos

Una vez reactivados los aislamientos de Enterococcus spp. y comprobada su pureza se realizo la
estandarizacion de extraccion de ADN mediante la utilizacion del kit comercial GenElute ™ (Sigma
Aldrich No. 2110) con lisozima (Sigma L6876) para asegurar la lisis del péptidoglicano de la pared
celular. Para lo anterior, se utilizaron cuatro indculos de 24 h cultivados en 1 mL de BHI y se
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realizaron pequefias modificaciones a las especificaciones del kit comercial. Brevemente, las
instrucciones del fabricante fueron: La centrifugacion por 2 min a 16,000 g de 1.5 mL de cultivo
bacteriano incubado 24 h para posteriormente descartar el sobrenadante, seguido de una
resuspencion del cultivo con 200 uL lisozima, dejandose incubar a 37° C por 30 min, después se
agregaron 20 uL de proteinasa K y 200 pL de solucion de lisis y se incub6 a 55° C por 10 min.
Agregando 500 pL de solucidon de preparacion se prepararon columnas que contienen una
membrana de silica y se centrifugd a 12,000 g por 1 min, después se agregaron 200 uL de etanol a
la muestra para posteriormente transferirla a la columna y centrifugarla a 6500 g por 1 min para
realizar un lavado con 500 pL de solucion de lavado y centrifugar nuevamente a 6500 g por 1 min,
después se agregan 500 pL de una segunda solucion de lavado y se centrifug6 a 16,000 g durante
3 min (los microtubos utilizados en los ultimos 3 pasos se descartaban después del centrifugado y
se colocaba la columna en un tubo nuevo), para finalizar con la elucién de la muestra agregando
200 pL de solucion de elucion y centrifugando a 6500 g por 1 min. Las modificaciones probadas
fueron: preparar 10 mg de proteinasa K disuelta en 1 mL de agua, siendo esta una proteinasa K
mas diluida a lo que indica el kit y la incubacion de las muestras con esta enzima fue a 40°C por
10 min.

Para comprobar el éxito de las extracciones, se realizo una electroforesis en gel de agarosa al 1%
(Sigma Aldrich No. A9539) utilizando SYBRSafe 10,000x (Invitrogen No. S33102) como agente
intercalante, como buffer se utiliz6 TBE 0.5x y se aplicaron 70 volts durante 60 min con un
generador de corriente (BIO RAD Power Pac 200), la visualizacion del &cido nucleico extraido se
realiz6 aplicando luz UV ([0=315 nm) sobre un transiluminador. Se compar6 el esquema
originalmente planteado por el fabricante y la modificacion para ver cual de los dos protocolos
arrojaba mejor resultado. Con el protocolo seleccionado se realizaron 3 repeticiones para asegurar
la reproducibilidad de la técnica, quedando asi estandarizada.

7.3. Seleccidén de los Iniciadores

Se probaron 8 iniciadores para RAPD de los iniciadores probados, 4 iniciadores eran denominados
OPB vy 4 iniciadores llamados OPX (La secuencia de dichos iniciadores se presenta en el Cuadro
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1). Inicialmente cada iniciador se probd bajo las condiciones descritas por (Al-Badah, Abdulhakim
S., et al., 2015), las cuales se describen méas adelante y a estas condiciones se les denomino
Condicion 1 El cuadro 1 muestra la lista de iniciadores probados, asi como su secuencia y la
temperatura de hibridacién utilizada para la Condicion 1. Para llevar a cabo la amplificacion en
esta Condicion 1 en la mezcla de reaccion se utilizé un volumen final de 25 puL de mezcla la cual
estaba constituida por buffer 1x con colorante (5x Colorless GoTaq Flexi Buffer, Promega
M890A), MgCl2 2.5 mM (Promega A351H), desoxirribonucle6tidos trifosfato 0.8 mM (Promega
U120A, U121A, U122A y U123A), Taq polimerasa 2U (GoTaq Flexi DNA Polymerase Promega
M829B); 50 ug de ADN, 0.2 mM de iniciador RAPD especifico y agua libre de nucleasas todo ello
disuelto en agua hasta alcanzar el volumen de reaccién. La reaccion de PCR se llevo a cabo en un
termociclador (Thecne Techgene FTGENE 5D). Las condiciones de amplificacion probadas
consistieron en una desnaturalizacion inicial a 94°C durante 120 s, seguido de 30 ciclos de 1 min
a 95 °C para la desnaturalizacién, seguido de 36 °C durante 30 segundos para la hibridacion y 72
°C durante 1 min para elongacion, seguido de una elongacion final por 10 min a 72°C.

Para la Condicién 2, se modifico el volumen final de la mezcla de reaccion hasta 35 L, pero se
respetaron las concentraciones mencionadas anteriormente, ademas del volumen, se modificaron
también las temperaturas de hibridacion de la reaccion, con ayuda de la herramienta “oligoanalyzer
tool™”, Esta herramienta bioinformatica determina la temperatura Optima para la hibridacion
considerando ademas de su secuencia las concentraciones de sales presentes en la muestra. Los
productos obtenidos después de la amplificacion (bajo las mismas condiciones previamente
descritas) fueron analizados mediante electroforesis.

La mejor condicién probada fue repetida 3 veces con los iniciadores seleccionados para asegurar

la reproducibilidad de la técnica, asi como la estandarizacion de la misma.
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Cuadro 1. Lista de iniciadores OPB y OPX con su respectiva secuencia de oligonucleotidos y
temperatura de hibridacion utilizada en la RAPD-PCR.

Iniciador | Secuencia de Oligonucledtidos (372 37) Tm Tm*

OPB-01 GITTCGCICC 354°C 398°C
OPB-10 CIGCTGGGAC 36.6°C 41.3°C
0OPB-12 CCTTGACGCA 3537°C 41.3°C
OPB-14 TCCGCTCIGG 338°C 436°C
OPX-01 CTGGGCACGA 309°C 4.7°C
OPX-03 TGG CGCAGT G 418°C 46.7°C
OPX-06 ACGCCAGAGG 303°C 41°C
OPX-07 GAGCGAGGCT 39.5°C 444°C

*La temperatura de hibridacién mostrada se obtuvo con ayuda de la herramienta “oligoanalyzer
too|™”

7.4. Electroforesis

Los productos obtenidos para la seleccion de iniciadores y para la estandarizacion de la técnica de
RAPD-PCR se analizaron en un gel de agarosa al 1.5% el cual se prepar6 disolviendo 0.35 mg de
agarosa en 30 mL de buffer TBE al 0.5x, posteriormente se calentd hasta disolver por completo la
agarosa para posteriormente ser vaciada sobre el molde y se afiadi6 SYBRSafe 10,000x, una vez
solidificado el gel se colocé en la camara electroforética y se colocaron las muestras en los pocillos
del gel y este se sumergi6 con buffer TBE 0.5x. Para realizar la electroforesis se aplicé la Condicion
I la cual constd de la aplicacion de una corriente de 70 volts durante 60 min con un generador de
corriente, la visualizacion de los amplicones se realiz6 aplicando luz UV ([1=315 nm) sobre un

transiluminador.

Aunque posteriormente para la aplicacion del protocolo RAPD-PCR sobre las muestras se opt6 por

utilizar la Condicion 11, en la cual se conservan las condiciones bajo las cuales se preparé el gel de
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agarosa, sin embargo, se realizd un cambio en la corriente y en el tiempo de duracion de la misma,
aplicando una corriente de 60 volts durante 80 min para lograr una mejor separacion de las bandas

electroforéticas.

7.5. Analisis Estadistico y Filogenético

Para el analisis de aglomerados jerarquicos se utilizo el software IBM SPSS Statistics 26 tomando
el método de Ward como método de conglomeracién y la distancia euclidea al cuadrado como
medida de distancia, los aislados se agruparon en aglomerados con un indice de similitud del 90%.
Posteriormente se analizaron los datos obtenidos en el presente estudio junto con la informacion
de caracterizacion fenotipica mediante fermentacién de carbohidratos, susceptibilidad a
antibiodticos y determinacion de factores de patogenicidad de estos aislados obtenida a partir de los
trabajos de caracterizacion previamente realizados por Ballesteros y Calderon (2018), Pérez
Benavides (2020) y Moran Vasquez (2021).
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8. RESULTADOS Y DISCUSIONES

8.1. Reactivacion de Aislados Bacterianos

Se reactivaron 80 muestras de enterococos provenientes de visceras de pollo distribuido en distintos
puntos de venta de Hermosillo, Sonora, asi como las cepas Enterococcus faecalis ATCC 29212 y
Enterococcus faecalis ATCC 51299 (cepas control). Tras realizar las pruebas para verificar la
pureza de los aislados se observaron colonias caracteristicas del género Enterococcus (colonias
gris-negro, con bordes regulares, convexas, de 1 a 2 mm de diametro) en el medio BEM. Una vez
resembradas en el medio agar base sangre, se pudo notar un crecimiento homogéneo de colonias
lisas y puntiformes de 1 a 2 mm de tamafio. Por Gltimo, en la observacion microscopica utilizando
tincion Gram se observé la morfologia de los aislados reactivados, encontrandose al microscopio
(100 X) cadenas cortas y diplococos Gram positivos (Zimbro et al., 2009; Schell, 2018). Con base
en la informacion obtenida se concluyd que las muestras de enterococo se mantenian como cultivos

axénicos, sin la presencia de cultivos mixtos.

Comparando los resultados obtenidos con otros estudios como el de Lara Orozco y Suérez Palacios
(2021) quienes también trabajaron con muestras de enterococo reactivadas tras crio preservacion,
se observd que lograron reactivar 13 muestras pertenecientes al género Enterococcus siendo este
el 100% de las muestras que buscaban obtener al igual que en el presente estudio donde también

se logro reactivar el 100% de las muestras, siendo un total de 80 aislados de enterococo.

8.2. Extraccion de Acidos Nucleicos

Para la extraccion del ADN de las muestras de enterococos previamente reactivadas, se observd
primeramente que bajo la aplicacion de la metodologia utilizando la proteinasa K diluida, no se

logré obtener ningun bandeo al momento de realizar la electroforesis de ninguna de las muestras
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con las que se probo este cambio metodoldgico. Sin embargo, tras aplicar el método de extraccion
de ADN bajo las especificaciones del kit comercial, se logré observar tras una primera
electroforesis de prueba, un bandeo en la parte superior del gel de agarosa indicando asi que bajo
estas condiciones fue posible extraer el ADN de las 4 muestras que se probaron (4, 19, 3-51 y G5)
y tras aplicar las mismas indicaciones, se logro extraer el ADN de las 76 muestras de enterococos
restantes.

Al dia de hoy se ha demostrado que la utilizacion de proteinasa en procedimientos de extraccion
de &cidos nucleicos permite una mejor recuperacion de estos debido a que permite su liberacion de
los complejos proteicos. (Diaz-Cano y Brady, 1998). Como se pudo observar, al tratar de extraer
en ADN de las muestras de enterococo utilizando una proteinasa K a una concentracién menor de
la que indicaba el kit comercial no permitio la extraccion de este. Segun de Armas y colaboradores
(2010) la temperatura y tiempo de incubacion, asi como la concentracion de la enzima influyen en
la extraccion y pureza del ADN. Es probable que al intentar extraer el ADN de las muestras
utilizando una proteinasa de menor concentracion esta no fuera suficiente para degradar las

proteinas presentes.

8.3. Iniciadores Seleccionados y Programas de Amplificacién en PCR para RAPD

Una vez reactivadas, comprobandose su pureza y tras haber realizado la extraccion de ADN, se
Ilevd a cabo la aplicacion de la técnica de RAPD-PCR para la obtencion de perfiles electroforéticos

que pudieran ser utilizados para la realizacion de una caracterizacion filogenética.

Se probaron primeramente cuatro iniciadores OPB los cuales fueron OPB-01, OPB-10, OPB-12y
OPB-14 para realizar las RAPD-PCR bajo las condiciones descritas anteriormente en la
metodologia y tras el revelado electroforético no se logré observar ningun patrén de bandeo en los
geles de agarosa. Por lo que posteriormente se probaron cuatro iniciadores OPX, conformados por
OPX-01, OPX-03, OPX-06 y OPX-07 y tras haber realizado RAPD-PCR con cada uno de ellos se
pudo observar que los iniciadores OPX-06 y OPX-07 no mostraron ningun perfil de bandeo tras
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haberse realizado la electroforesis de cada uno, sin embargo, no fue el caso para los iniciadores
OPX-01 y OPX-03 los cuales no solo mostraron un perfil de bandeo, sino que también mostraron
polimorfismo y como consecuencia, se seleccion6 este par de iniciadores para evaluar el

polimorfismo en las muestras de enterococo estudiadas en el presente trabajo.

Una vez seleccionados los iniciadores OPX-01 y OPX-03 se evalu6 el polimorfismo presente en
cada uno de los aislados previamente identificados mediante biotipificaciébn como Enterococcus.
Al llevar a cabo el analisis molecular se logré observar una alta diversidad de productos de la
RAPD-PCR al utilizar el iniciador OPX-01 ya que se lograron observar 71 perfiles electroforéticos
diferentes y Unicamente 4 perfiles se repitieron dentro de los 80 aislados. Dentro de estos perfiles
repetidos se puede observar que uno de ellos no mostré ninguna banda amplificada y este se
conformaba por las muestras A2, B1, H3, 29 y 654, el segundo perfil pertenece a las muestras A3
y G2, seguido del tercer perfil conformado por E1 y E2 y el cuarto perfil se conformé por las
muestras B2, H1, 154 y 456(2). Dentro del primer perfil se encontraron muestras clasificadas bajo
las especies de E. casseliflavus y E. faecalis segin la caracterizacion mediante pruebas
bioquimicas, el segundo y tercer perfil estaban conformados Unicamente por E. casseliflavus y el
ultimo perfil se conforma por muestras caracterizadas como E. casseliflavus, E. raffinosus. Es
importante mencionar que dentro de cada perfil se encontrd que los perfiles de fermentacién de

carbohidratos y de patogenicidad eran muy similares mas nunca coincidieron al 100%.

Para el caso de la RAPD-PCR para la cual se utiliz6 el iniciador OPX-03 se observ6 un nimero
mayor de muestras que presentaron perfiles similares. En total se presentaron 66 perfiles distintos
y en 26 aislados se presentaron perfiles similares. La figura 4 muestra un ejemplo de los patrones
electroforéticos obtenidos a partir de la RAPD-PCR utilizando los iniciadores OPX-01 y OPX-03.
Al comparar la informacion se pudo observar que a pesar que algunos aislados presentaran perfiles
similares al realizar RAPD-PCR con el iniciador OPX-03 ninguna de ellas result6 idéntica al
realizar PCR con el iniciador OPX-01.
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Figura 4. Iméagenes de dos geles de agarosa que muestran los perfiles electroforéticos de algunas
muestras de Enterococcus spp. aislado de visceras de pollo utilizando la técnica de RAPD-PCR.
En la imagen del lado izquierdo se utilizo el iniciador OPX-01, en el carril nimero 1 se encuentra
el marcador de pares de bases (2000-50pb) y de los carriles 2 al 8 se montaron muestras de
enterococo. En la imagen de la derecha se utilizé el iniciador OPX-03, mostrando en el carril
namero 1 el marcador de pares de bases y de los carriles 2 al 8 se montaron muestras de enterococo.
Las flechas blancas indican algunos puntos donde sucede el polimorfismo.

Por otro lado, se analizaron ambas bases de datos de los perfiles electroforéticos de los iniciadores
OPX-01 y OPX-03 se obtuvo el porcentaje de polimorfismo que presento cada iniciador, tomando
en cuenta el total de bandas amplificadas y la cantidad de bandas polimérficas y se llegé a la
conclusion que el iniciador OPX-03 posee un mayor poder discriminatorio de polimorfismo en las
pruebas de RAPD-PCR, a pesar de que con el iniciador OPX-01 el nimero de perfiles y bandas sea
mayor. En el cuadro 2 se muestra de manera detallada el namero de bandas amplificadas vy el

numero de bandas que presentaron polimorfismo para cada uno de los iniciadores.
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Cuadro 2. Porcentaje de polimorfismo presente en los iniciadores OPX-01 y OPX-03

Secuencia de
Total de Bandas Total de Bandas Porcentaje de
Imiciador Oligonucleotidos ) ] _ _
3 Amplificadas Polimorficas Polimorfismo
(3"a’¥
OPX-01 | CTGGGC ACGA 1138 414 36.38%
OPX-03 | TGGCGCAGTG 646 2536 39.63%

El polimorfismo ocurre segun la variacion en la secuencia de union a la que va dirigida el iniciador,
la literatura menciona que una ventaja de la utilizacién de la técnica de RAPD-PCR es que estas
uniones son aleatorias y reproducibles al iniciador que se utilice, lo cual le brinda la validez a la
técnica (Grover et al., 2016; Gurusubramanian et al., 2016). Dicho lo anterior, Ben y colaboradores
(2019) presentaron resultados muy similares a los obtenidos en el presente estudio, a pesar que
ellos trabajaron con distintos iniciadores, también obtuvieron una gran diversidad genotipica al
tratar con cepas de Enterococcus lactis aisladas de queso de distintos puntos de aislamiento. El
hecho de que se obtuvieran esta variabilidad genética podria significar que en verdad existe una
diversidad de enterococos en los puntos de aislamiento, como es el caso del presente trabajo de
aislamientos de visceras de pollo expendidas en el mercado local.

8.4. Relaciones Filogenéticas Utilizando RAPD

Una vez obtenidos los perfiles, se realizé el anélisis de conglomerados donde se incluyeron los
datos obtenidos con cada uno de los iniciadores por separado, asi como también un analisis con los
resultados de ambos iniciadores para buscar un posible patron de agrupamiento entre los aislados
(Ver Figuras 5, 6 y 7). Es importante mencionar que este analisis se realizo utilizando como apoyo
la informacion obtenida a través de las pruebas de fermentacion de carbohidratos (sorbosa, lactosa,
adonitol, melisitosa, melobiosa, rafinosa, arabinosa, glucosa, galactosa, sacarosa, trealosa, inulina,
xilosa, manitol y sorbitol) bajo las cuales se caracterizaron las muestras segun su especie, aunque

para el anélisis de conglomerados unicamente se utilizaron 65 muestras debido a que 15 de ellas
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resultaron ser muestras repetidas. Segun la informacion recabada a partir de las pruebas de
fermentacion de carbohidratos, se contd con un total de 42 muestras caracterizadas como E.
casseliflavus, 10 de E. faecalis, 5 de E. raffinosus, 3 de E. faecium, 3 de E. mundtii, 1 de E.
malodoratus y 1 de E. solitarius. A estas muestras se les habia determinado también el perfil de
sensibilidad a los antibioticos (Amikacina, kanamicina, amoxicilina con acido clavulanico,
eritromicina, ciprofloxacina, norfloxacina, nitrofuratoina, imipenem, tetraciclina, vancomicina,

ampicilina y estreptomicina).

Para los analisis de conglomerados se utilizd un indice de disimilitud del 10% para agrupar los
aislados. Como puede verse en la Figura 5, para el iniciador OPX-01 se generd un dendrograma en
donde se muestran 5 clusters distintos, no se encontré ningun patron de agrupamiento especifico
entre los aislados dentro de un mismo cluster. Se puede observar cdmo los aislados previamente
caracterizados mediante fermentacion de carbohidratos se encuentran distribuidos entre los 5
clusters, cuando lo esperado seria que los que pertenecen al mismo cluster fueran de la misma
especie. EI mismo caso de dispersion de los aislados entre los diferentes clusters ocurrid al realizar
el analisis de conglomerados utilizando los resultados obtenidos por RAPD-PCR con el iniciador
OPX-03 (Ver Figura 6). Una vez obtenidos los resultados de los analisis de conglomerados
utilizando los iniciadores OPX-01 y OPX-03 por separado, se optd por realizar un analisis
incluyendo ambos iniciadores para observar si combinando los resultados se podia observar un
patron de agrupamiento en especifico. Sin embargo, como se aprecia en la Figura 7, al utilizar un
indice de disimilitud del 10% para agrupar los aislados, se obtuvo un dendrograma con 6 clusters
distintos donde se puede observar la ausencia de algun patron de agrupamiento entre las muestras
al igual que como lo fue en los andlisis de conglomerados utilizando los iniciadores RAPD

especificos por separado.

Dicha falta de agrupacidn entre las muestras puede interpretarse como la presencia de un alto grado
de polimorfismo y una alta diversidad genetica en las muestras de enterococo procesadas. Asi
mismo, estos resultados podrian indicar que existen distintos puntos de origen entre los aislados de
enterococo utilizados en el presente estudio y que a pesar de ser aislados caracterizados
bioquimicamente como dentro de la misma especie, son clonas distintas con diferentes origenes y
que por lo tanto no son contaminacion cruzada en las muestras de pollo de origen, es decir no tienen

una relacion filogenética estrecha entre si.
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Figura 5. Dendrograma que agrupa los resultados obtenidos por RAPD-PCR con el iniciador OPX-
01.
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Figura 6. Dendrograma que agrupa los resultados obtenidos por RAPD-PCR con el iniciador
OPX-03.



Combinacion de clister de distancia re-escalada
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Figura 7. Dendrograma que agrupa los resultados obtenidos por RAPD-PCR con los iniciadores
OPX-01y OPX-03.
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8.5. Relaciones Filogenéticas Polifésicas

Posteriormente se realizo un andlisis de conglomerados donde se incluyeron los datos de RAPD-
PCR y los datos de las pruebas de deteccion de factores de patogenicidad (cylB, cylA, cylM, cpd,
asal, aggA y gelE) obtenidos por Pérez Benavides (2020) y Moran Vésquez (2021). Sin embargo,
la ocurrencia de genes de patogenicidad tampoco permitio observar algin patron de agrupamiento
en especifico como lo muestra la Figura 8. Segun Lindenstrau y colaboradores, (2011) quienes
tampoco encontraron una relacion al realizar un andlisis de RAPD-PCR y deteccion de factores de
patogenicidad, esta falta de asociacion podria deberse a que los genes de patogenicidad son un
rasgo comun en los enterococos de cualquier fuente por lo que el vinculo con la fuente de
aislamiento puede no ser tan marcado para generar un cluster. Dicha informacién también
concuerda con Medeiros y colaboradores (2014), quienes comparan muestras de enterococo de
origen clinico y de origen animal y demuestran que los aislados de ambas matrices muestran en su

genoma los mismos factores de patogenicidad.

Al dia de hoy se conoce que los genes de resistencia a antibiéticos y genes que codifican factores
de patogenicidad pueden ser transferidos gracias a los mecanismos de transmisién vertical u
horizontal que poseen los microorganismos. Ademas, gracias a la plasticidad del genoma del
género Enterococcus le es posible integrar plasmidos, transposones, profagos e incluso inserciones
de secuencias de ADN lo cual les facilita la adquisicion de genes entre la misma especie, también
entre especies distintas dentro del mismo género y en algunos casos, entre especies de distintos
géneros. Ocasionando que el género Enterococcus se volviera un riesgo debido a que tanto los
genes de resistencia a antibioticos y de factores de patogenicidad pueden ser desafortunadamente

encontrados tanto en reservorios humanos como animales (Ben Braiek y Smaoui, 2019).
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Combinacidon de cliaster de distancia re-
escalada
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Figura 8. Dendrograma de las muestras de enterococo donde se agrupan las muestras segun los
resultados de las pruebas moleculares de RAPD-PCR utilizando los iniciadores OPX-01 y OPX-
03 junto con las pruebas de deteccién de factores de patogenicidad cylB, cylA, cylM, cpd, asal,
aggAy gelE.

Un quinto analisis de conglomerados se realizé utilizando los datos obtenidos a partir de RAPD-
PCR vy la caracterizacién mediante pruebas de caracterizacion fenotipica de fermentacién de
carbohidratos y pruebas de susceptibilidad a antibioticos realizado por Ballesteros y Calderdn
(2018) y este se ve representado en la Figura 9 Dicho anélisis resulto en la agrupacion de las 65
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muestras en 4 clusters distintos, donde se tienen 8 de las 10 muestras de E. faecalis, 3 de 3 muestras
de E. faecium y 2 de 3 muestras de E. mundtii en el cluster nimero 1, en el cluster 2 se encuentra
1 muestra de E. raffinosus, y las muestras de E. solitarius y E. malodoratus. Los clusters 3y 4
estan conformados casi en su totalidad por las muestras de E. casseliflavus salvo por 1 muestra de
E. faecalis y 1 de E. raffinosus, en el cluster namero 3 y en el cluster nimero 4 estan 2 de E.
raffinosus, 1 muestra de E. faecalis y 1 de E. mundtii. Se encontr6 que con el iniciador OPX-01 las
muestras A2, B1, H3 y 29 resultaron con patrones idénticos mediante RAPD-PCR, aunque A2, B1
y H3 estan caracterizadas como E. casseliflavus y ubicadas en el cluster 3 y la muestra 29 ubicada
en el cluster 1 se caracterizd como E. faecalis, ademas, ninguna compartid resultados 100%
idénticos en cuanto a pruebas fenotipicas. EI mismo caso ocurrié con las muestras B2 (Cluster 3),

H1y 154 (Ambas en el cluster 4) siendo las primeras dos E. casseliflavus y la Gltima E. raffinosus.

Un patron similar se observo en las muestras A3 y G2 (Cluster 3) ambas con patrones de bandeo
idénticos y caracterizadas bajo la misma especie, sin embargo, difieren un poco en cuanto a los
resultados de pruebas fenotipicas de fermentacion de carbohidratos y susceptibilidad a antibioticos.
Por altimo, se observo que las muestras E1 y E2 (Cluster 4) caracterizadas como E. casseliflavus
resultaron también resultaron idénticas mediante RAPD-PCR y en las pruebas de fermentacién de
carbohidratos mas no en las pruebas de susceptibilidad a antibiéticos. Por otro lado, en el caso de
la RAPD-PCR utilizando el iniciador OPX-03 se observo que C5 y H2 fueron idénticas mediante
RAPD-PCR (cluster 4), asi como G3 y E3(cluster 3 y 4 respectivamente) poseian el mismo perfil
de bandeo, 6 y E5 (clusters 3 y 4 respectivamente), también las muestras A5 y B3 (cluster 3), las
muestras C2 y E4 (cluster 3).

Otro perfil compartido fue de las muestras F1 y F3 (clusters 3 y 4 respectivamente), recalcando
que todas estas muestras se caracterizaron como E. casseliflavus y ninguna de ellas resulto 100%
idénticas en las pruebas fenotipicas, aunque en el caso de las muestras G1, F5 (ambos en el cluster
3) y D1 (cluster 4) también clasificadas como E. casseliflavus se observo que tanto G1 como F5
fueron idénticas en cuanto a pruebas de fermentacion de carbohidratos aunque no a las de
susceptibilidad a antibidticos. Otro par de muestras que resulté con perfil de RAPD utilizando el
iniciador OPX-03 idéntico fueron 12 (cluster 3) y 4B (cluster 2) caracterizadas bajo las especies E.
casseliflavus y E. malodoratus (de acuerdo a fermentacion de carbohidratos) respectivamente, otro
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caso similar fue el de las muestras 4 y 22 caracterizadas como E. faecium y E. mundtii (ambas en
el cluster 1) y por Gltimo las muestras 153 y 336 caracterizadas como E. faecalis y E. mundtii
(ambas en el cluster 1) y de igual manera ninguno de estos pares resulto 100% idéntico en las
pruebas fenotipicas de fermentacion de carbohidratos y susceptibilidad a antibidticos. Es
importante destacar que al enfocarse Gnicamente en los resultados obtenidos por una sola prueba
como RAPD-PCR, es posible que los perfiles resulten ser idénticos, resultando en una
caracterizacion insuficiente, sin embargo, al tomarse en cuenta los resultados de otras pruebas
como lo fueron en este caso pruebas de fermentacion de carbohidratos y susceptibilidad a
antibioticos, es posible realizar un andlisis mas amplio que permita una caracterizacion polifésica
mas completa.
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Combinacion de claster de distancia re-escalada
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Figura 9. Dendrograma de las muestras de enterococo donde se agrupan las muestras segun los
resultados de las pruebas moleculares de RAPD-PCR utilizando los iniciadores OPX-01 y OPX-
03y las pruebas de caracterizacion fenotipica de fermentacidn de carbohidratos y susceptibilidad
a antibidticos.

Comparando los resultados obtenidos en el analisis de conglomerados del presente trabajo con los
obtenidos por Hejazi y colaboradores (2019) quienes analizaron aislados de enterococos a partir de
quesos iranis tradicionales, se not6 una similitud ya que, aunque en sus resultados si se obtuvieron

muestras que resultaran 100% idénticas en cuanto a pruebas de fermentacion de carbohidratos y
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RAPD hubo algunas que necesitaron re-identificarse mediante otras técnicas moleculares como
ARDRA y secuenciacion de la region de rDNA 16S tras la obtencidn de resultados ambiguos. De
igual manera, los resultados obtenidos son similares a los de Morandi y colaboradores (2006)
quienes reportan haber realizado un analisis de RAPD-PCR tras la identificacion fenotipica de
especies del género Enterococcus recolectadas de queso de distintos puntos de Italia y se concluye
que la caracterizacion de especies mediante técnicas fenotipicas por si solas, lleva a resultados de
identificacion ambiguos que gracias a RAPD y el uso de otras técnicas moleculares permiten la
caracterizacion correcta de especies de enterococo.

La aparente disconcordancia entre los resultados de aislamientos caracterizados bajo las pruebas
de fermentacion de carbohidratos y de RAPD-PCR, puede deberse a la diversidad y heterogeneidad
de los microorganismos y sus caracteristicas fenotipicas (Schell, 2018). Por el lado de la resistencia
a antibidticos hay que recordar que el género Enterococcus esta conformado por microorganismos
con una alta capacidad adaptativa capaces de mutar para generar resistencia a antibidticos o bien,
obtener genes de resistencia a través de la transferencia horizontal (Solache y Rice, 2019). Dicho
lo anterior, el hecho de haber encontrado cepas con perfiles idénticos mediante RAPD y
caracterizadas fenotipicamente como especies distintas, de acuerdo al perfil de fermentacion de
carbohidratos, no es indicativo de que pertenezcan a la misma clona. Es necesario corroborar esta
inferencia con algun otro andlisis como podria ser la secuenciacion o cualquier otro que permite

una caracterizacion polifasica.

Segun Gilmore y colaboradores (2014), los pollos en edades tempranas (de 1 mes a 1 mes y medio
de nacidos) poseen como parte de su microbiota a la especie Enterococcus faecalis, sin embargo,
una vez alcanzada la madurez del animal, esta especie se ve desplazada por Enterococcus faecium.
La presencia de las especies E. casseliflavus y E. mundtii, en pollo también ha sido descrita aunque
la aparicidn de estas especies en este animal es ocasional (Aarestrup et al., 2002). Sin embargo,
estos datos difieren con los datos que se presentan en el presente estudio ya que en este caso se
caracterizo la especie de E. casseliflavus en 42 de las 65 muestras (64%) utilizadas y aunque la
especie E. faecalis si se asemeja a lo que reporta la bibliografia, no es el mismo caso con la especie
E. faecium ya que este solo se caracterizd en 3 muestras. Aunque cabe mencionar que los pollos
para consumo son sacrificados en una edad adulta por lo que se esperaria haber encontrado un
mayor numero de muestras de E. faecium y una disminucion de E. faecalis.
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9. CONCLUSIONES

En el presente estudio se determino que la técnica de RAPD-PCR utilizando los iniciadores
OPX 01y OPX 03, por si solos 0 combinados no permitio establecer relaciones filogenéticas entre
los aislados que coincidieran con resultados previos de caracterizacién por fermentacion de
carbohidratos en aislados de potenciales Enterococcus recuperados de visceras de pollo
provenientes de distintos puntos de venta de la localidad de Hermosillo, Sonora. Se observé
también que la caracterizacion mediante RAPD-PCR con ambos iniciadores seleccionados en
combinacidn con la presencia de los genes que codifican factores de patogenicidad, no permitieron
establecer una correlacion con los resultados obtenidos de la caracterizacion bioquimica. Sin
embargo, se observd que al combinar los resultados obtenidos de RAPD-PCR con ambos
iniciadores, pruebas de fermentacién de carbohidratos y pruebas de susceptibilidad a antibi6ticos,
si se logro establecer una relacion filogenética mediante el analisis de conglomerados. Es decir,
bajo las condiciones probadas, para las poblaciones de Enterococcus spp la caracterizacion
polifasica result6 ser mas util para encontrar las relaciones filogenéticas y establecer

conglomerados que la caracterizacion fenotipica o molecular por si solas.

La presencia de un alto grado de polimorfismo encontrada utilizando RAPD PCR con los
iniciadores OPX 01 y OPX 03 es un indicativo de la existencia de una amplia biodiversidad de
enterococos en las visceras de pollo que se expende dentro de la poblacion hermosillense. Esta
biodiversidad puede ser debida a la capacidad de transferencia horizontal de material genético que
poseen los enterococos, asi como a los diversos factores estresantes a los que se enfrentan durante
la cadena de produccion del alimento que podrian inducir mutaciones aleatorias.
Independientemente del origen de aislamiento. La biodiversidad estd presente y dentro de las
caracteristicas genémicas se ven variaciones que pueden ser correlacionadas con la diversidad
presente también en los factores fenotipicos que van desde diferentes capacidades metabdlicas para
la utilizaciéon de carbohidratos, hasta diferenciacién en los factores de patogenicidad presentes
dentro del grupo de aislados analizados. La biodiversidad genotipica es proporcional a la

biodiversidad fenotipica observada.
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La falta de asociacion encontrada entre los aislados pone de manifiesto la necesidad de incrementar
el niumero de pruebas tanto fenotipicas como moleculares para la caracterizacion de los aislados,

ya que la asociacion es mas clara a medida que aumenta el numero de pruebas de caracterizacion

utilizadas para hacer analisis de conglomerados.
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10. RECOMENDACIONES

Es importante tomar en cuenta el apoyo de otras técnicas moleculares como secuenciacion
y amplificacion del gen 16S para realizar una caracterizacion mas completa de los aislados de

enterococo, para buscar una mejor asociacion entre los aislados analizados.

También es importante tomar en cuenta e informar acerca de las medidas de higiene que deben ser
consideradas por los manipuladores de alimentos, en este caso particular los manipuladores de las
visceras de pollo, al momento de manipular el producto, durante su produccion y embalaje, debido
a que la presencia de distintos factores de patogenicidad, asi como genes de resistencia a
antibidticos que poseen los aislados de Enterococcus spp podrian transferirse entre ellos e incluso

alcanzar organismos humanos provocando una zoonosis en la poblacién consumidora.
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