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Microbiologia
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Resumen

Los enterococos son utilizados en la industria alimenticia como cultivos ini-
ciadores o0 probi6ticos y constituyen contaminantes naturales de los alimen-
tos. Sin embargo, el género Enterococcus ha cobrado relevancia como cau-
sal de infecciones nosocomiales, tendencia exacerbada por el desarrollo de
resistencia antibidtica. Con el objetivo de estudiar la virulencia potencial de
ocho cepas de Enterococcus faecium y de dos cepas de Enterococcus fae-
calis aislados de quesos ovinos se investigo la resistencia a vancomicina, la
actividad hemolitica y la actividad de gelatinasa. En forma adicional se lle-
v a cabo la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para determinar la
presencia de los genes cylB de la citolisina, gelE de la gelatinasa, cpd de la
feromona sexual y agg de la proteina de agregacién. Ninguna de las cepas
mostré resistencia a la vancomicina o actividad hemolitica. El gen cylB no
pudo ser identificado mediante amplificacion por PCR en ninguna de las ce-
pas estudiadas. La presencia del gen gelE fue detectada en siete cepas de
E. faecium y en una cepa de E. faecalis, sin embargo en ningun caso se de-
tect6 actividad de la enzima. El gen cpd fue detectado en E. faecium ETw7
y E. faecalis ETw23, mientras que el gen agg fue hallado en las cepas de E.
faecium ETw7 y E. faecalis ETw27. Estos resultados sugieren que la intro-
duccidn de productos alimenticios o probiéticos basados en el uso de cepas
de enterococos requiere una cuidadosa evaluacion sobre su seguridad.

Palabras clave: Enterococcus * quesos ovinos * factores de virulencia

Summary

Enterococci are used as starter and probiotic cultures in the food indus-
try, and they occur as natural food contaminants. However, the genus
Enterococcus is of increased significance as a cause of nosocomial infec-
tions, exacerbated by the development of antibiotic resistance. In order to
study the potential virulence of eight Enterococcus faecium strains and two
Enterococcus faecalis strains isolated from ovine cheese, vancomicine
resistance, hemolytic activity and gelatinase activity were investigated. In
addition, polymerase chain reaction (PCR) tests were carried out in order to
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determine the presence of cytolicyn gene cylB, gelatinase gene gelE, sex pheromone gene
cpd and aggregation protein gene agg. None of the strains showed vancomicine resistance
or hemolitic activity. Gene cylB could not be identified by PCR amplification in any of the
strains studied. The presence of gene gelE was found in seven E. faecium strains and in one
E. faecalis strain, however in no case was gelatinase activity detected. Gene cpd was detect-
ed in E. faecium ETw7 and E. faecalis ETw23, while gene agg was found in E. faecium ETw7
and E. faecalis ETw27. These results suggest that the introduction of food products or pro-
biotics based on the use of enterococal strains requires careful safety evaluations.

Key words: Enterococcus * ovine cheese * virulence factors

Introduccidn

Los enterococos son microorganismos ubicuos, habi-
tantes normales del tracto gastrointestinal de humanos
y animales. Debido a su alta tolerancia a condiciones ad-
versas ocupan una gran variedad de nichos conforman-
do parte de la flora del suelo, aguas naturales y plantas
(1)(2). Su presencia en alimentos puede resultar perju-
dicial debido a que son responsables del deterioro de
carne, cerveza, jugo de fruta (3)(4) o potencialmente
beneficiosa como en el caso de quesos que requieren de
su actividad metabdlica para lograr caracteristicas sen-
soriales particulares (5)(6).

Como la mayoria de las bacterias acido lacticas, al-
gunas cepas de enterococos son aplicadas en el proce-
so de fermentacion de alimentos con el propésito de
mejorar la calidad sensorial y como probidticos en ali-
mentos y suplementos dietarios (1)(6). En contraste
con estas caracteristicas positivas, los enterococos son
reconocidos como importantes patégenos nosocomia-
les y estan dentro de los organismos mas prevalentes
en infecciones hospitalarias (7)(8).

Las diferencias entre cepas de enterococos patége-
nos y aparentemente inocuas no resultan lo suficiente-
mente claras. El conocimiento actual sobre la patoge-
nicidad es incompleto y no se han investigado con
profundidad los mecanismos o variables involucrados
gue permiten a este grupo bacteriano una eficiente
transferencia genética de factores de virulencia (7)(8).

Ademas de su reconocida capacidad para adquirir
resistencia a antibidticos (9-11) los enterococos desa-
rrollan, gracias al intercambio de informacién genéti-
ca por conjugacion, caracteristicas que aumentan su
virulencia (12)(13). Dentro de estas caracteristicas se
puede mencionar: la adherencia a tejidos del hués-
ped, la invasién y formacién de abscesos (14)(15), la
modulacion de la respuesta inflamatoria, la secrecion
de productos toxicos (8) y la sintesis de enzimas hidro-
liticas (16)(17).

Se ha observado que cepas de enterococos aisladas
de alimentos o del medio ambiente poseen factores de
virulencia que se creian restringidos a las cepas aisla-
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das de humanos o a ambientes relacionados con acti-
vidades humanas. Es frecuente aislar en alimentos, es-
pecialmente productos lacteos, enterococos que po-
seen caracteristicas vinculadas con patologias
humanas o animales (8)(18).

Se ha propuesto y demostrado en modelos animales
experimentales el intercambio de informacion genéti-
ca en el intestino, en consecuencia, existiria la posibili-
dad de que cepas inocuas provenientes de alimentos se
transformen en patdgenas gracias a la transferencia de
plasmidos (16). Esta posicion es considerada exagera-
da en la industria alimenticia ya que hasta el momen-
to no se han demostrado casos clinicos de enfermeda-
des transmitidas por alimentos que involucren a los
enterococos (1).

Sin embargo, es necesario conocer el estado actual
de cepas aisladas de alimentos para contar en el futu-
ro con la posibilidad de realizar estudios retrospecti-
vos que permitan afirmar o rechazar la hipétesis de
una eventual transferencia de factores de virulencia.

En este trabajo se determind la sensibilidad a vanco-
micinay las actividades de citolisina (hemolisina) y ge-
latinasa en 10 cepas de Enterococcus aisladas de quesos
ovinos elaborados en el Valle Inferior del Rio Chubut
(VIRCh). También se investigd, por medio de la reac-
cion en cadena de la polimerasa (PCR), la presencia
de los genes cylB de la citolisina, gelE de la gelatinasa,
cpd de la feromona sexual y agg de la proteina de agre-
gacion.

Materiales y Métodos
AISLAMIENTO E IDENTIFICACION

Se seleccionaron, luego de un periodo de madura-
cion de 90 dias, quesos ovinos semiduros de queserias
del VIRCh elaborados con fermentos comerciales de
tipo meséfilo-homofermentativo. Las muestras de que-
so se sembraron en caldo pdrpura de bromocresol-azi-
da con una concentracién de NaCl de 6,5%. Luego de
48 h de incubacion a 35 °C los cultivos se repicaron a
agar de Man Rogosa Sharp (MRS) suplementado con



NaCl (6,5%), acido nalidixico (40 pg/mL) y ciclohexi-
mida (10 pg/mL). Las colonias sospechosas se estudia-
ron mediante la coloracién de Gram, prueba de la ca-
talasa, crecimiento a 45 °C, crecimiento en bilis al
40%, hidrdlisis de la esculina y actividad de pirrolido-
nil aminopeptidasa (PYR).

Las colonias pertenecientes al género Enterococcus se
identificaron a nivel de especie segln las recomenda-
ciones de Manero et al. (19), esquema basado en claves
dicotomicas que incluyen fermentacion de azlcares,
deteccidn de actividad enzimética y presencia de pig-
mentos. Las cepas se conservaron en leche descremada
al 10% y glicerol al 10% a -30 °C y se ingresaron al ce-
pario perteneciente a la catedra de Biologia Celular y
Molecular (Facultad de Ciencias Naturales, Sede Tre-
lew, Universidad Nacional de la Patagonia) de acuerdo
con los cédigos establecidos por el laboratorio.

ENSAYO DE ACTIVIDAD HEMOLITICA

La produccion de hemolisina de las cepas de Entero-
coccus fue evaluada en agar Cerebro-corazon (BHI) su-
plementado con sangre humana al 5% luego de una
incubacion a 35 °C durante 48 h.

ENSAYO DE ACTIVIDAD DE GELATINASA

La actividad de la gelatinasa se realiz6 en el agar
BHI suplementado con 0,4% de gelatina. Luego de 48
horas de incubacién a 35 °C las placas se revelaron con
una solucién compuesta por 15% HgCl, en 20% v/v
de HCI concentrado (20).

SENSIBILIDAD A LA VANCOMICINA

La concentracién inhibitoria minima (CIM) se de-
termind por el método de dilucion en caldo segun las
recomendaciones de Sahm y Washigton 11 (21).

PURIFICACION DE ADN

Luego de una incubacion a 35 °C durante 12 h en
caldo MRS, las cepas de enterococos se centrifugaron
a 12.000 g durante 5 min y el ADN se extrajo utilizan-
do un equipo comercial de purificacién Wizard Geno-
mics, Promega (Madison, Wisconsin, EE.UU.)

DETERMINACION DE LA PRESENCIA DE LOS
GENES cyIB, gelE, agg y cpd

Los cebadores y protocolos utilizados en la reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) para la amplifica-
cion de los genes cylB, gelE, agg y cpd fueron los descri-
tos por Eaton y Gasson (8). La reaccion se llevo a cabo
en un termociclador Mastercycler® (Eppendorf, Ham-
burgo, Alemania). La electroforesis de los productos
de la amplificacién genética se realizé en gel de agaro-
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sa al 1%, a 70 V durante 1 h en buffer TAE (Tris, acido
acético, EDTA, pH 8). Luego de finalizada la corrida,
el gel se coloco durante 20 min en una solucion de buf-
fer TAE y bromuro de etidio de 05 pg/mL; posterior-
mente se lo visualiz6 con luz UV en un transilumina-
dor, se fotografié y se archivé.

Resultados

Las claves dicotdbmicas descritas por Manero et al.
permitieron clasificar 8 cepas como E. faecium (Etw 6,
Etw 7, Etw 15, Etw 16, Etw 17, Etw 20, Etw 21 y Etw 22)
y 2 como E. faecalis (Etw23 y Etw27).

Todas las cepas examinadas presentaron una CIM
de vancomicina 20,25 pg/mL, excepto la cepa de E.
faecium ETw17 y las dos cepas de E. faecalis ETw23 y
ETw27 (CIM 20,5 pg/mL).

Utilizando la técnica descrita las cepas estudiadas no
exhibieron actividad hemolitica, resultado que coinci-
de con los obtenidos por medio de la PCR que no re-
veld la presencia del gen cylB en ningun caso (Fig. 1).

Como en el caso de la hemolisina, tampoco fue po-
sible la deteccion de actividad degradativa sobre la ge-
latina, sin embargo en este caso la amplificacion gené-
tica demostro la presencia del gen gelE en 8 de las 10
cepas estudiadas (Fig. 2).

La PCR permitio revelar la presencia del gen agg en
las cepas E. faecium ETw7 y E. faecalis ETw27 (Fig. 3),
mientras que el gen cpd se detectd en las cepas E. fae-
cium ETw7 y E. faecalis ETw23 (Fig. 4).

Discusién

La poca diversidad encontrada a nivel de especie es
caracteristica en los aislamientos de quesos; E. faecium y
E. faecalis, en forma conjunta con E. durans, son las espe-
cies mas frecuentemente aisladas en este tipo de nicho
ecoldgico. Estos resultados se condicen con los hallados

#= 1.500 pb
s 1.000 pb

¥ 500 pb

Figura 1. Amplificacion por PCR del gen cylB (843 pb).

6: E. faecium ETw6; 7: E. faecium ETw7; 15: E. faecium ETw15; 16: E. fae-
cium ETw16; 17: E. faecium ETw17; 20: E. faecium ETw20; 21: E. faecium
ETw21; 22: E. faecium ETw22; 23: E. faecalis ETw23; 27: E. faecalis ETw27;
ST: marcador estandar.
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Figura 2. Amplificacion por PCR del gen gelE (419 pb).

6: E. faecium ETw6; 7: E. faecium ETw7; 15: E. faecium ETwl5; 16: E. fae-
cium ETw16; 17: E. faecium ETw17; 20: E. faecium ETw20; 21: E. faecium
ETw21; 22: E. faecium ETw22; 23: E. faecalis ETw23; 27: E. faecalis ETw27;
ST: marcador estandar.

& 716 1817 20 N 2223 27 31

=
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#= 500 pb

Figura 3. Amplificacion por PCR del gen agg (1533 pb).

6: E. faecium ETw6; 7: E. faecium ETw7; 15: E. faecium ETwl15; 16: E. fae-
cium ETw16; 17: E. faecium ETw17; 20: E. faecium ETw20; 21: E. faecium
ETw21; 22: E. faecium ETw22; 23: E. faecalis ETw23; 27: E. faecalis ETw27;
ST: marcador estandar.

5T 8 7 13 16 17 20 21 22 23 &1

Figura 4. Amplificacion por PCR del gen cpd (782 pb)

6: E. faecium ETw6; 7: E. faecium ETw7; 15: E. faecium ETw15; 16: E. fae-
cium ETw16; 17: E. faecium ETw17; 20: E. faecium ETw20; 21: E. faecium
ETw21; 22: E. faecium ETw22; 23: E. faecalis ETw23; 27: E. faecalis ETw27;
ST: marcador estandar.

en diversos quesos artesanales europeos, en los que E.
faecalis es la especie predominante (22)(23), mientras
gue la mayor frecuencia de E. faecium se ha informado
en quesos como el Feta y Kefalotyri (24)(25).

Los valores de CIM muestran una alta sensibilidad
a vancomicina e indican que las cepas estudiadas no
pueden ser incluidas en ninguno de los genotipos de
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resistencia descritos hasta la actualidad (26)(27). La
aparicion de fenotipos resistentes en alimentos, en es-
pecial productos lacteos, puede deberse a su manipu-
lacion en condiciones de higiene deficientes en algu-
nos de los puntos criticos del proceso de elaboracion.
La presion selectiva que impone el uso indiscriminado
de antibioticos en salud humana ejerce un papel im-
portante en la incidencia de bacterias resistentes. Las
personas tratadas con antibidticos pueden actuar co-
mo reservorios naturales y fuentes de diseminacién de
genotipos resistentes (28).

Las cepas estudiadas no revelaron la presencia del
gen cylB cuya expresion es estrictamente necesaria pa-
ra el transporte y posterior actividad de la hemolisina.
En algunos casos puede detectarse la presencia de un
gen o mas genes relacionados con el operon cyl, con-
dicién necesaria pero no suficiente para que se expre-
se la capacidad hemolitica de la enzima (29)(30). En
consecuencia, la hemolisis en placa sigue siendo la “re-
gla de oro” para evaluar la posible virulencia de cepas
de Enterococcus (18).

La expresion de la gelatinasa, como en el caso de la
hemolisina, no s6lo depende de un gen estructural si-
no que otros productos del operdn que constituye, son
necesarios para su expresion. En este caso la amplifica-
cion genética permitié detectar la presencia del gen
gelE en 8 de las 10 cepas estudiadas, coincidiendo con
los datos hallados en trabajos anteriores (2)(8) y evi-
denciando que la prevalencia del gen es alta dentro de
la especie Enterococcus, aunque este fendmeno no im-
plique necesariamente la expresion de su actividad. Se
ha demostrado que aun en el caso de la transcripcion
total del operon es posible no detectar actividad enzi-
matica, situacion que establece la posible existencia de
un control postranscripcional (31).

La sustancia de agregacion (SA) es una proteina de
superficie codificada por el gen agg, que forma parte
de un plasmido inducible por feromonas (7). Su expre-
sion incrementa la capacidad invasiva de cepas patége-
nas (32) pero en el caso de cepas probidticas amplifica
sus propiedades benéficas (33). La presencia del gen
agg se detect6 en las cepas E. faecalis ETw27 y E. faecium
ETw7, hallazgo que resulta curioso ya que hasta la fe-
cha el mencionado gen se ha encontrado exclusiva-
mente en cepas de E. faecalis (3). En los 2 casos no fue
posible detectar actividad hemolitica o degradacion de
la gelatina, mientras que ambas cepas exhibieron acti-
vidad antago6nica contra cepas de Listeria monocytogenes
(datos no mostrados). Estas caracteristicas particulares
permiten pensar que en estos casos la expresion de SA
puede ser considerada un aspecto positivo.

Las cepas E. faecium ETw7 y E. faecalis ETw23 exhibie-
ron el gen cpd, caracteristica genética que les permiti-
ria, bajo determinadas condiciones, inducir la transfe-
rencia de plasmidos dependiente del mecanismo
mediado por feromonas. Se debe prestar atencion a la



presencia de este gen en la cepa E. faecium ETw7 ya que
su frecuencia en esta especie es considerada muy baja
(34). Por el contrario, se ha demostrado que la mayo-
ria de las cepas de E. fagecalis aisladas de fermentos ini-
ciadores y alimentos exhiben el gen cpd (8). Sin embar-
go, desde el punto de vista alimentario este factor no
debe considerarse potencialmente peligroso ya que la
transferencia de factores de virulencia a través de ele-
mentos moviles inducibles por feromonas no ha podi-
do ser demostrada en las condiciones encontradas en
alimentos fermentados o en el intestino (1)(6)(8). En
cambio, este fenébmeno de transferencia genética es ha-
llado frecuentemente en cepas aisladas de muestras cli-
nicas (12) o en poblaciones que han sido sometidas a
una presion selectiva, como el tratamiento antibiotico
en concentraciones subinhibitorias (14).

Conclusiones

Los enterococos son aislados en forma frecuente de
alimentos y en especial de productos lacteos fermenta-
dos, pero su aplicacion deliberada en procesos de fer-
mentacién es discutida debido a su alta prevalencia co-
mo patégenos humanos. Aunque existe dificultad para
distinguir entre cepas inocuas y patégenas a través de
métodos moleculares, hasta la actualidad no ha sido
posible establecer una correlacion entre la ingestion de
alimentos que contienen enterococos e infecciones de
origen alimentario.

Sin embargo, este trabajo demuestra como otros
anteriores, que los productos lacteos pueden consti-
tuir reservorios de cepas que exhiben genes vincula-
dos con factores de virulencia que podrian ser transfe-
ridos a cepas humanas en el tracto gastrointestinal. En
consecuencia, se debera, en el futuro, tener en cuenta
este aspecto de seguridad alimentaria mediante el exa-
men exhaustivo de las cepas de Enterococcus que poten-
cialmente puedan ser utilizadas como probidticos o
aisladas de alimentos con el objeto de evitar la disemi-
nacion de caracteristicas patogénicas, especialmente
la resistencia antibidtica.
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