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Resumen

Enterococcus spp. son bacterias &cido lacticas que forman parte de la microbiota del
intestino de diferentes especies de animales. Tienen un comportamiento dual, ya
gue se han relacionado con infecciones hospitalarias y se han empleado como
probiéticos. Cepas aisladas del queso Cotija Regién de Origen han mostrado actividad
antibacterial sobre Staphylococcus aureus y Escherichia coli. Dicha actividad se ha
relacionado con la produccién de una peptidoglucano hidrolasa (PGH). El objetivo del
presente trabajo consisti6 en analizar propiedades relacionadas con la actividad
antibacteriana de Enterococcus spp presentes en el queso Cotija, asi como
caracteristicas asociadas con la virulencia.

Se estudiaron varias poblaciones de enterococos aisladas de 12 quesos Cotija “Region
de Origen” y siete cepas de Enterococcus spp., aisladas y caracterizadas previamente.
Por medio de PCR-mutiplex se analiz6 la presencia de genes relacionados con la
expresion de: sustancia de agregaciéon (asa), proteina de superficie (esp) y citolisina A
(cylA). La posible expresion de los genes se evalud analizando la actividad hemolitica en
agar sangre de carnero, adherencia a las lineas celulares Caco-2, HT-29 y la
capacidad de formacion de biopelicula en microplacas de poliestireno. Ademas se
analiz6 la resistencia a vacomicina. La presencia del gen que codifica para una
PGH, previamente identificada en el grupo de trabajo y de los genes que codifican para
las enterocinas A y AS-48 se detectaron por PCR. La probable expresion de los genes
referidos se analizO por medio de SDS-PAGE, zimografia contra Micrococcus
lysodeikticus y por difusion en agar contra E. coli, S. aureus y Listeria innocua.

Los resultados muestran que tres de las cepas aisladas y siete poblaciones fueron asa+,
la capacidad de adherencia a las lineas de células Caco-2 y HT-29 fue positiva en las
tres cepas y en las siete poblaciones. Dos de las poblaciones y una cepa amplificaron
para el gen esp. Sin embargo, la formacion de biopeliculas fue positiva en once
poblaciones y todas las cepas aisladas, aunque solo cuatro poblaciones y dos cepas
aisladas forman una biopelicula bien estructurada (DO¢20=0.22) . ElI gen de citolisina
no se detectd en ninguna de las muestras analizadas y esta observacion correlacioné
con la ausencia de hemolisis de los eritrocitos de carnero, asi mismo no se
observo resistencia a vancomicina. ElI gen atlA que codifica para la PGH (AtlA) se
identific6 en dos poblaciones y en una de las cepas aisladas. Todas las cepas y
poblaciones presentaron un perfil electroforético de proteinas extracelulares similar y
una banda de actividad bacteriolitica de entre 75-85 kDa. Los sobrenadantes
(neutralizados, filtrados v liofilizados) de todas las cepas y poblaciones muestran
actividad bacteriostatica contra S. aureus y E. coli. El gen entA correspondiente a la
enterocina A se identific6 en cuatro cepas y seis poblaciones. El gen AS-48 no se
detectd en ninguna de la muestras a analizar. Todas las muestras entA+ presentaron una
banda de actividad de 5 kDa contra M. lysoideckticus y dos bandas de actividad de 5y 3
kDa contra L. innocua.



Bacterias del género enterococos son comunes en productos fermentados, los
resultados obtenidos en nuestro estudio mostraron que las poblaciones analizadas
producen enzimas con actividad antibacteriana y presentan genes que, aunque,
codifican para factores de virulencia, éstos no se relacionan directamente con
patogénesis. Por lo que se puede concluir los Enterococcus spp analizados tienen
caracteristicas que contribuyen a la seguridad de alimentos y de actividad probi6tica
(colonizacion).



1. Introduccién

Los enterococos son una parte esencial de la microbiota intestinal endégena de los seres
humanos y animales. Se cree que juegan un papel clave en el equilibrio de la misma, por
lo que tendrian potencial como probidticos. Ademas, al ser Bacterias Acido LActicas
(BAL) participan en la fermentacién espontanea de diversos alimentos como el queso,
salchichas y aceitunas (Izquierdo et al., 2008; Franz et al., 2003).

Por otra parte la contaminacion bacteriana y el aumento de las enfermedades infecciosas
de origen alimentario provocaron, desde los afios 80s, un aumento en las investigaciones
de compuestos con actividad sobre agentes patdégenos o deteriorantes.

En este ambito, las BAL producen sustancias con accion antibacteriana, principalmente
acido lactico o acético, diacetilo, peréxido de hidrégeno y reuterina (Signorini, 2007), pero
la preservacion de los alimentos por estos agentes no siempre es posible.
Particularmente, entre los enterococos existen cepas productoras de proteinas y otras
sustancias de bajo peso molecular, como bacteriocinas, con capacidad de inhibir el
crecimiento de microorganismos patdgenos que puedan estar presentes en los alimentos
(Salminen et al., 2004). Las BAL son “generalmente reconocidas como seguras” (GRAS)
en la produccion de alimentos y con ello el uso de sus metabolitos como conservadores
es de gran interés en el ambito de la investigacion. A pesar de que el género
Enterococcus es responsable de efectos benéficos en los alimentos, no son considerados
como GRAS debido a su uso como indicadores de contaminacién fecal y la frecuente
asociacion con enfermedades transmitidas por alimentos y la produccion de aminas
biégenas. Por ello, los reglamentos en Europa estipulan que la seguridad de cepas
probidticas o “iniciadoras de cultivo” es responsabilidad del productor, por lo tanto, cada
cepa destinada a tal uso debe ser cuidadosamente evaluada (Franz et al.,, 2003). Sin
embargo, en México aln no existe una norma oficial que regule la seguridad de las cepas
de enterococos que pudieran ser empleadas como probidticos.

1.1 Generalidades de los Enterococcus spp.

Son cocos Gram-positivos, anaerobios facultativos, quimiorganototrofos, no esporulados,
generalmente no moviles, no formadores de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa
negativos; asi mismo, no cuentan con la capacidad de reducir los nitratos y tienen la
capacidad de producir acido lactico por fermentacion de azucares (Giraffa, 2003). Se
pueden distinguir facilmente de otras Gram-positivos, catalasa negativos y cocos
homofermentativos, como los estreptococos y lactococos, por su capacidad de crecer a
10°y 45 °C, con 6.5 % de NacCl, en presencia de 40 % de bilis, en un rango de pH entre 4
y 9.6, capacidad de hidrolizar escualina y crecer en presencia de azida de sodio (Giraffa,
2003; Franz et al., 2003; Diaz-Peréz et al., 2012). Su baja resistencia a aminoglicosidos



es una propiedad inherente de los enterococos y es una caracteristica comunmente
utilizada para su identificacion. Para E. faecalis, la concentracién minima inhibitoria de
estreptomicina o kanamicina es de alrededor de 250 pg/mL, mientras que para
gentamicina es de 8 a 64 pg/mL (Murray, 1990). La pared celular de los enterococos
contiene peptidoglucanos de Lisina-D- Asparagina (excepcion de E. faecalis) y de la
membrana se derivan grandes cadenas de acidos teicoicos, que son polimeros
de glicerol o ribitol fosfato.

Tienen un metabolismo biosintético limitado por lo que requieren medios de cultivo ricos
en aminodcidos, vitaminas, purinas y pirimidinas. En la clasificacion de BAL por su
capacidad de fermentacion de azlcares, los enterococos son clasificados dentro del
grupo 1l junto con pediococos, estreptococos, tetragenococos, algunos lactobacilos y
vagococos. [Estos microorganismos se caracterizan por ser estrictamente
homofermentativos ya que poseen la enzima fructosa-1,6-difosfatoaldolasa, mediante la
cual hacen uso de la glicélisis para la fermentacién de hexosas. Asi bien, en el caso de
las pentosas y presumiblemente de gluconato, éstas inducen la sintesis de
fosfocetolasas, dando como resultado la produccién de acido acético, CO,, etc. por una
fermentacion heterolactica. Entonces, los enterococos son homofermentativos con
respecto a las hexosas y heterofermentativos para las pentosas y algunos otros sustratos
y, por tanto son llamados heterofermentativos facultativos (Salminen et al., 2004).

1.2 Importancia de Enterococos en alimentos y salud

La presencia de enterococos en alimentos tiene especial incidencia en los que son
fermentados. En la actualidad, no existe un consenso sobre la cantidad de enterococos
permitida en los alimentos y la posible patogenicidad de las diferentes especies del
género sigue en estudio. ElI género Enterococcus incluye mas de 20 especies, con
Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis y Enterococcus durans como las especies
mas frecuentemente encontradas en alimentos (Giraffa, 2003).

En los ultimos afios se han llevado a cabo diversos estudios en los que se concluye que
los enterococos tienen un papel importante en la maduracion de quesos tradicionales
elaborados a partir de leche de oveja, vaca y cabra, contribuyendo al desarrollo del sabor
y aroma caracteristico de dichos quesos (www.enpresa.ehu.es). Su presencia se atribuye
a su excepcional aptitud para sobrevivir y resistir ambientes desfavorables, asi como a
las fuentes de contaminacion ambientales que hacen posible la colonizacion de alimentos
crudos, tal es el caso de la leche y carne, y su multiplicacion en esos productos durante la
fermentacion. Sin embargo, otros estudios demuestran que la resistencia térmica (62.8 °C

por 30 min) explica su presencia en alimentos lacteos producidos a partir de leche



pasteurizada (Giraffa, 2003). La presencia de enterococos en quesos tradicionales puede
ser deseable ya que muchos estudios indican que cepas de este género pueden tener
una influencia positiva en la produccion y maduracién de algunos quesos como:
Manchego, Armada, Cebreiro, Picante, Majoero, Feta, Teleme, Mozzarella, Monte
Veronese, Fontina, Caprino, Serra, Venaco y Comté (Giraffa, 2003).

Por otro lado, en las ultimas décadas, los enterococos se han convertido en agentes
principales de las infecciones adquiridas en los hospitales que son particularmente
dificiles de tratar debido a la resistencia intrinseca del organismo y debido a la resistencia
abierta a la mayoria, y a veces a todos los antibidticos disponibles. Asi bien, se esta
examinando la biologia de los enterococos con el objetivo de tener nuevas estrategias
terapéuticas (Shankar et al., 2004).

Los enterococos pueden adherirse a las vélvulas cardiacas y a las células epiteliales
renales, propiedades que sin duda contribuyen a su habilidad para causar endocarditis e
infecciones del tracto urinario, infecciones pélvicas, abdominales, entre otras. Por formar
parte de la microbiota intestinal, los enterococos son capaces de producir infecciones en
pacientes ambulatorios u hospitalizados, y se pensaba que la mayoria de las infecciones
causadas por estos agentes eran enddgenas; sin embargo, la mayoria de éstas ocurren
en pacientes bajo tratamiento con dialisis peritoneal o hemodialisis, en los cuales el
agente es exogeno, ya que las cepas se encuentran en el medio ambiente y en manos de
personal. Los enterococos poseen una variedad de mecanismos de resistencia
adquiridos, la mayoria de los cuales estan mediados por genes codificados en plasmidos
o transposones. Es muy importante el alto nivel de resistencia adquirida a los
aminoglucésidos que da como resultado resistencia a la combinaciéon sinérgica de
aminoglucésidos con agentes betalactamicos, asociacion terapéutica muy usada, y por la
cual debe estudiarse la sensibilidad frente a una infeccibn grave por enterococos
(Brogden et al., 2000).

Las diferencias entre un enterococo patégeno y una cepa aparentemente segura para su
uso en alimentos no son claras. Ya esté establecido que la taxonomia molecular de los
enterococos no lleva a una distincibn entre estos dos tipo de cepas. Nuestros
conocimientos de virulencia en enterococos estan incompletos, sin embargo, se sabe que
la incidencia de factores de virulencia y resistencia a antibiéticos esta muy relacionado
con el nicho ecoldgico al que pertenen.

1.3 Factores de virulencia

Las propiedades de una bacteria patégena requeridas para colonizar al huésped incluyen
el obtener los requerimentos nutricionales; evadir los mecanismos de defensa del



hospedero; multiplicarse y una vez establecido, producir dafio al hospedero. Esto podria
utilizarse como una definicion de modo de vida patogénico. Los factores de virulencia
pueden tener un namero indefinido de funciones, incluyendo la capacidad para facilitar la
adherencia microbioana, la invasién o ambas, asi como la promocion del crecimiento de
un microorganismo en el hospedero, evadiendo su deteccion, inhibiendo la fagocitosis y
regulando la capacidad para una sobrevivencia intracelular. Los factores de virulencia
podrian 0 no participar de manera directa en el crecimiento bacteriano en el hospedero
(Rocha- Gracia et al., 2004)

Sorprendentemente, poco se sabe acerca de los factores que contribuyen a la capacidad
de los enterococos para causar enfermedades enlos seres humanos. Los principales
factores determinantes de virulencia conocidos hasta el momento que juegan algun
papel en la patogénesis son algunos productos secretados Yy factores de adhesion. Casi
una docena de factores de virulencia putativos han sido reportados por el analisis de
varios modelos animales (Tabla 1). Ellos estan involucrados tanto en interacciones entre
la células hospederas y proteinas extracelulares (AS, Esp, EfaA), en resistencia a
macrofagos (AS, HypR), en dafio a tejido y células (Cyl, GelE, SprE) asi como en evasion
del sistema inmune (capsula) (Ogier y Serror, 2008).

Ademas, los estudios con E. faecium han demostrado que la resistencia a los antibiéticos
no desempefia un papel importante en la patogénesis de enfermedad por enterococos
por lo tanto no se considera factor de virulencia (Kayser, 2003).

Tabla 1. Genes relacionados a virulencia de E. faecalis y funciones putativas (Ogier y Serror,2008)

Gen Factor codificado Funcién putativa
Adhesinas
asa Sustancia de agregacion Adhesion y colonizacion
efaA Antigeno A de E. faecalis Resistencia a las defensas del huésped
Colonizacion
esp Proteina de superficie de enterococos Adhesion y colonizacion
ace Adhesina a colageno de E. faecalis Adhesién a ECM
Proteasa
gelE Gelatinasa Dafio en tejido
SrpE Serina proteasa Dafio en tejido
Factores de
secrecion
cylA-M Citolisina/hemolisina Dafio en tejido
gls24 Proteina inducida por falta de glucosa Persistencia en el huésped
Expolisacaridos
cpsA-K Polisacéarido capsular Resistencia a defensas del huésped
epa Polisacérido capsular No definido
Regulador
transcripcional
cyl R1-R2 Sistema de dos componentes peptidicos Regulacién de cylA-M
Sistema regulatorio parecido a agr
fsrA-C Sistema de dos componentes parecido a Regulacion de gelE y sprE
etaRS OmpR No definido
Regulador de peréxido de hidrégeno
hypR Regulador de peréxido Resistencia a las defensas del huésped
perR No definido
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1.3.1 Citolisinas

El factor de virulencia mas importante en E. faecalis parecer ser la citolisina (Semedo et
al. 2003; Kayser, 2003). La capacidad citolitica es observada in vitro como una zona
hemolitica en agar sangre. Dicha actividad fue primeramente reconocida por conferir
actividad hemolitica al grupo D de los aislados de Streptococcus spp. Después se
observdé que todos los aislados de E. faecalis que tenian esta actividad también
mostraban actividad antibacteriana contra un amplio rango de bacterias Gram-positivas
(Shankar et al., 2004). Este fenotipo, en muchas cepas de E. faecalis esta dado por el
operén de citolisinas, principalmente localizado en plasmidos altamente transmisibles,
como el pladsmido conjugativo pAD1 en respuesta a feromonas, Yy solo ocasionalmente
dentro del cromosoma. Las citolisinas causan ruptura de una variedad de membranas
blanco, incluyendo las de células bacterianas (bacteriocinas), eritrocitos, y otras células
eucaridticas. La determinacion de la secuencia nucleotidica del operén de las citolisinas
ha revelado que codifica para ocho marcadores genéticos, cylR1, cylR2 , cylL,, cylLs,
cylM, cyIB,cylA 'y cyll (Kayser, 2003).

Los genes cylL,, cylLs codifican para dos precursores proteinicos, péptidos de 60 y 63
aminoacidos, respectivamente, que juntos constituyen el componente litico (Moreno et al.,
2006). La modificacion de la proteina a través de CylM es requerida para la
transformacion de las dos moléculas a su forma secretable. CylM es un polipéptido de
993 aminoécidos que introduce una modificacion caracteristica de bacteriocinas de la
clase de lantibidticas. Los lantibidticos estan caracterizados por la presencia del
aminoacido modificado B-metil-lantionina, asi como residuos de serina deshidratada
(dehidroalanina) y una treonina (dehidrobutirina). La lantionina se forma por la
deshidratacion de los residuos de serina y treonina, seguido por la generacion de un
puente tioeter entre el doble enlace resultante y el grupo sulfhidrilo de la cisteina.
Después de la modificacion, ambas moléculas interaccionan con el producto del siguiente
gen en direccion 3, cylB. CylB funciona tanto como casete transportador de union a ATP
y como sefal de peptidasa, actuando como transportador de ambas subunidades
citoliticas a través de la membrana celular y promoviendo la remocion de la secuencia
lider de cada subunidad (Fig. 1). El dominio N-terminal de la cistein-proteasa remueve la
secuencia lider de 24 a 36 aminoacidos desde cylL,, cylLs, respectivamente, generando
cyll’,, cyll’s. Una vez secretadas, las citolisinas L y S aun son inactivas hasta que seis
amino&cidos son removidos de cada amino terminal por una enzima codificada por el gen
cylA, una serina proteasa parecida a subtilisina. Dicho corte genera cylL”"|, cylL”’s. El
altimo gen en la misma direccion de lectura, cyll, como se muestra en la Figura 1, esta
involucrado en promover la produccion de una proteina de autoproteccion. La expresion
de citolisinas esta regulada de una manera inusual en donde requiere a los genes cylR1,
cylR2 y la subunidad pequefia de la toxina CylL"s, para promover la autoinduccion de
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una manera dependiente del quérum. Los bajos niveles de sintesis de citolisina, en
particular CylL""s, promueve la acumulacion de sefales del quérum que activan la
expresion de los mismos.

En varios modelos de infeccion de enterococos, se ha ecnontrado que las citolisinas
contribuyen a la toxicidad y la letalidad. Por ejemplo, se ha observado que éstas
favorecen la aparicion de enterococos en el torrente sanguineo de ratones infectados
experimentalmente (Kayser, 2003; Semedo et al., 2003).

Figura 1.Esquema de sintesis, regulacion de expresién y modificaciones postraduccionales de las
citolisinas. Modificado del modelo del maduracién y regulacién en el operdn de citolisinas
(Wolfgang, 2002)

1.3.2 Sustancias de agregacion

La adhesién bacteriana a los tejidos del huésped es un primer paso en el proceso
infeccioso. Para comensales gastrointestinales como los enterococos, las adhesinas que
promueven su unién a receptores de la mucosa intestinal se espera que desempefien un
papel fundamental para la colonizacion. Sin medios especificos de union es probable que
los enterococos sean eliminados a través de la motilidad intestinal normal. Las moléculas
con las que los enterococos pueden adherirse a receptores especificos de las células del
huésped, alin no estan bien definidas. Se ha sugerido que la sustancia de agregacion, asi
como proteinas de la superficie extracelular juega un papel en dicha adhesion (Kayser,
2003; Franz et al., 2001; Gally et al., 1990).
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Si bien se desconoce buena parte de los mecanismos de virulencia de estos
microorganismos, la mayoria de las investigaciones sobre este particular se han enfocado
en una sola molécula, conocida como sustancia de agregacion (SA), cuyo papel parece
ser decisivo en la patogenia.

La SA es una proteina superficial codificada cominmente en plasmidos auto-transferibles
que median la unién de la bacteria donadora con las células libres de plasmidos,
permitiendo una conjugacion eficiente en un ambiente liquido, como respuesta a
feromona. Principalmente es codificada por el plasmido pAD1, especificamente por el gen
asa, cuya presencia incrementa considerablemente la adherencia e internalizacion
enterocdOccica en los macrofagos, previa interaccion con las integrinas CD11b, CD18 y
CRS3, presentes también en otras células de defensa del humano (Garza-Velasco, 2011).

En concreto, la sustancia de agregacion (SA) desempefia las siguientes funciones:
e Potenciacion de la conjugacion de plasmidos.
e Adhesién a los tejidos del hospedero.
e Promocion de la internalizacion y la supervivencia en los fagocitos.

La SA posee dos motivos Arg-Cys-Asp (RGD), similares a los encontrados en
fribronectina de eucariontes, que pueden permitir la unién a integrinas en las superficies
de las células hospederas (Gilmore et. al., 2002). Por lo tanto, se puede asumir que los
receptores de la SA en las células humanas son las integrinas 32, proteinas que se
localizan en la superficie de numerosos leucocitos, e inclusive, de las células epiteliales y
endoteliales; no obstante, esta adhesina enterococcica también reconoce a diversas
matrices celulares humanas en las que predominan la colagena y/o la laminina.

Si bien la SA representa un factor fundamental en la adherencia enterocéccica, es clara
la participacién de otras moléculas en el proceso: la adhesion de las cepas de E. faecalis
a las células del tracto urinario también depende del disacarido D-glucosa-D-manosa, en
tanto que la llevada a cabo sobre las células cardiacas reside en estructuras que
presentan D-galactosa. A este Ultimo respecto, se ha logrado comprobar que los
aislamientos clinicos provenientes de pacientes con endocarditis cuentan con ambos
azlUcares y que, en contraste, las cepas asociadas exclusivamente a endocarditis s6lo
expresan al segundo de ellos.
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Figura 2. Representacién esquematica de la isla de patogenicidad llha de 150kb encontrada en E.
faecalis (Shankar et al., 2002)

1.3.3 Proteinas de superficie de Enterococcus spp.

Ademds de sustancias de agregacién, los enterococos sintetizan una proteina de alto
peso molecular nombrada Esp (proteina de superficie de enterococos) codificada por el
gen cromosomal esp. Esta proteina de 1,873 aminoacidos posee caracteristicas similares
a las que presentan otras proteinas localizadas en la superficie de bacterias Gram-
positivas, incluyendo una secuencia sefial y un motivo de anclaje a pared celular, aunque
este Ultimo es un tanto divergente de la secuencia consenso del motivo de anclaje de
muchas proteinas de superficie de células Gram-positivas (Shankar et al., 1999).

Se hipotetiza que el dominio C termina de la Esp contiene un motivo LPXTGX encontrado
en muchas proteinas de superficie asociadas a pared celular en Gram-positivas, el
dominio N terminal podria participar en la interaccion con el hospedero y que la region
central, la cual consiste de dos series repetidas en tandem, podria servir para retraer la
proteina de la superficie y con ello exista una mayor dificultad de la accion del sistema
inmune para reconocer al microorganismo lo cual se agrava especialmente cuando el
paciente se encuentra en condiciones adversas, por ejemplo si presenta deficiencia del
sistema inmunoldgico (Shankar et al. 1999). Adicionalmente, Toledo-Arana et al. en el
2001 vincularon la presencia de Esp en la formacién del biopeliculas ya que Esp exhibia
caracterisiticas de receptores de proteinas de susperficie designados componentes de la
superficie microbiana reconociendo moléculas adhesivas que interaccionan con
componentes del hospedero e inician la colonizacion.

En otras investigaciones se observé que la proteina de superficie de E. faecalis actuaba
como un factor de virulencia, ya que aumentaba el nimero de bacterias adheridas al
sistema de excrecion biliar. Asi bien la proteina Esp permitia la colonizacion de la vejiga
en modelos experimentales de infeccion del tracto urinario.

Esp esti altamente conservada y es muy comdn en las cepas de E. faecium, tanto
sensibles y resistentes a la vancomicina (Shankar et al., 1999).

1.3.4 Modelo de sinergismo
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Algunos autores proponen un modelo en que se que plantea la accién conjunta de las
citolisinas/proteasas con sustancias de agregacion y/o proteinas de superficie para poder
potenciar el dafio en una célula (Gilmore, 2002).

El operén de citolisina comiunmente se encuentra cerca del gen que codifica para la
sustancia de agregacion, tal como ocurre en la conjugacién de plasmidos de respuesta a
feromonas o muy cerca de otras adhesinas de superficie como el gen esp. Se ha
reportado que la expresion conjunta de citolisinas y sustancias de agregacion resulta en
un incremento de hasta ocho veces en la letalidad comparado con la expresion de cada
factor. Esto se puede deber a que dichos factores trabajan en conjunto: la sustancia de
agregacion funciona para mediar la aglutinacion o adherencia a células eucariéticas,
incrementando la densidad local de bacterias a niveles necesarios para alcanzar un
gquérum-sensing, mientras que concentraciones locales suficientemente altas del inductor
de citolisina CylL (regulacién de citolisina), podrian inducir altos niveles la expresion de la
citolisina (Fig. 3). En endocarditis, la adherencia de E. faecalis con actividad citolitica a
valvulas cardiacas dafiadas, mediado por la sustancia de agregacion, podria funcionar
para concentrar a E. faecalis en la superficie, resultando en la induccién de la sintesis en
niveles letales de la citolisina. Extendiendo esta hipotesis, seguido de un dafio epitelial
debido a la citolisina, la invasion de tejido subepitelial podria ser potenciada por la
habilidad de unirse a la matriz extracelular mediante sustancias de agregacion, proteinas
de fibronectina, vitronectina, trombospondina y colageno tipo .

En resumen, el aumento de virulencia de enterococos por la sustancia de agregacion
parece ocurrir a multiples niveles. El papel de la SA es la diseminacion de plasmidos que
codifiquen para factores de virulencia, como son la actividad de citolisina y la resistencia
a antibidticos, entre especies. Ademas, por coincidencia o como resultado de presion
selectiva adicional, la sustancia de agregacion es una adhesina capaz de promover la
adherencia de E. faecalis a la superficie epitelial, paso indispensable en la colonizacion y
en la promocion de internalizacién y sobreviviencia en macrofagos intestinales y células
polimorfonucleares (PMN) (Gilmore, 2002).
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Figura 3. Modelo para el sinergismo de las citolisinas, sustancias de agregacién y/o proteinas de
superficie (Gilmore, 2002)

1.4 Produccién de sustancias con efecto antibacterial
1.4.1 Enterocinas

Las bacteriocinas producidas por las BAL pertenecen al grupo de péptidos sintetizados
ribosomalmente, son en su mayoria péptidos antimicrobianos pequefios, catidnicos,
anfifilicos, producidos naturalmente por la mayoria de las bacterias, las cuales varian en
el espectro y modo de actividad, estructura y masa molecular, termoestabilidad, actividad
a diferentes pHs y determinantes genéticos (Moreno et al., 2002; De Vuyst y Vandamme,
1994).

Considerando la estructura y propiedades fisicoquimicas y moleculares las bacteriocinas
de BAL pueden ser divididas en tres clases (Tabla 2). Las bacteriocinas de la clase | son
péptidos lantibidticos, pequefios, catidnicos, hidrofébicos y termoestables que contienen
un aminodcido inusual (ejemplo: el tioeter del aminoacido lantionina y/o 3- metil-
lantionina) que son formados post-traduccionalmente y son capaces de lisar células
eucaritticas. Estas son formadoras de poros en la membrana citoplasmatica de sus
células blanco. La clase Il son péptidos pequefios, catidnicos hidrofébicos, termoestables
gue no son modificados post-traduccionalmente, excepto el corte del péptido lider en el
péptido pre-bacteriocina. En esta clase, y se pueden distinguir tres subclases: subclase
Ila o bacteriocinas parecidas a pediocinas con un fuerte efecto antilisterial, que poseen la
secuencias consenso YGNGV en su amino terminal; subclase llb o bacteriocinas que
requieren dos cadenas de polipéptidos para su completa actividad y la clase lic o
bacteriocinas que no pertenecen a los otros subgrupos. La clase Ill son proteinas largas,
termoestables e hidrofébicas (Ingolf et al., 2007; Cotter, 2005).
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Desde 1955, cuando la primera sustancia inhibitoria parecida a bacteriocina (BLIS) fue
reportada para Streptococcus del grupo D, un gran numero de enterocinas han sido
estudiadas. Se han reportado enterocinas con actividad antilisterial como la E1A
producida por E. faecium E1. Hoy en dia, se sabe bien que la habilidad de enterococos
para inhibir el crecimiento de Listeria spp. podria explicarse por la relacion filogenética tan
cercana de estos microorganismos (Moreno et al., 2006).

Las enterocinas se encuentran dentro de las bacteriocinas de clase I, clase lla y clase lic
gue se describieron anteriormente, aunque Giraffa en el 2003 reporta que las enterocinas
en su mayoria pertenecen a las bacteriocinas de clase Il, que son pequefias, estables a
la temperatura y no lantibiéticas, con fuerte efecto antilisterial (Tabla 2).

Tabla 2. Péptidos-bacteriocinas aislados de enterococos (Ingolf F. et. al., 2007)

Organismo Bacteriocina Tipo Masa (Da)
(aminoacidos)
E. faecalis Citolisina Cyl”", Cyl"’ Clase | dos peptidos lantibiéticos | 3,458 (38), 2,032
(21)
E. faecium Enterocina A Clase lla parecida a pediocina 4,829 (47)
E. faecium Enterocina P Clase lla parecida a pediocina 4,493 (44)
E. faecium Bac 32 Clase lla parecida a pediocina 7,998 (70)
E. faecium Bacteriocina GM-1 Clase lla parecida a pediocina 4,630 (44)
E faecalis Bac 31 Clase lla parecida a pediocina 4,493 (44)
E. mundtii Mundticina AT06, mundticina | Clase lla parecida a pediocina 4,287 (43)
KS, enterocina CLR 35 vy
mundticina QU2
E. faecalis Enterocina SE-K4 Clase lla parecida a pediocina 5,356 (43)
E. faecium Bacteriocina T8 Clase lla parecida a pediocina 5,090 (44)
E. faecium Enterocina B Clase Il (sin subclase) 5,479 (53)
E. faecalis Enterocina 1071A, enterocina | Clase llc 4,285 (39), 3,897
1071B (35)
E. faecalis MR10A y MR10B Clase llc 5,202 (44), 5,208
(35)
E. faecium Enterocina L50, L50A, L50B Clase lic 5,190 (44), 5,178
(43)
E. faecium Enterocina Q Clase lic 3,980 (34)
E. faecalis Enterocina EJ97 Clase llc 5,328 (44)
E. faecium Enterocina RJ-11 Clase lIc 5,049 (44)
E. faecalis Enterocina AS-48 Clase lla 7,166 (70)
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Las enterocinas, como la mayoria de las bacteriocinas, tienen como objetivo principal la
membrana citoplasmatica. Estas forman poros en la membrana celular, con lo que agotan
el potencial transmembranal y/o el gradiente de pH, dando como resultado la fuga de
moléculas indispensables intracelularmente (Moreno et al., 2006; Ennahar et al., 2000).

Las enterocinas de la clase lla presentan un dominio N-terminal hidrofilico altamente
conservado que claramente contrasta con el dominio C-terminal hidrofébico y/o anfifilico
que estd moderadamente conservado y esta variacion afecta la actividad de la
bacteriocina en su direccionamiento hacia la membrana. Otra caracteristica importante de
las bacteriocinas de la clase lla es su contenido de cisteinas. De hecho, mientras que las
otras bacteriocinas no lantibiéticas pueden tener sélo un residuo de cisteina o ninguno, la
clase lla presenta al menos dos residuos de cisteina en el dominio N-terminal en
posiciones altamente conservadas. Ademas la enterocina A es Unica en el sentido de que
posee un enlace disulfuro extra que involucra un segundo par de residuos de cisteina
(Ennahar et al., 2000).

1.4.2 Peptidoglucano hidrolasas

El peptidoglucano (0 mureina) es el mayor componente de la pared celular de bacterias.
Esta molécula forma una barrera que recubre la membrana plasmatica y protege a la
célula contra la presibn osmdética interna en condiciones hipo-osméticas. El
peptidoglucano consiste en cadenas de residuos alternados de N-acetilglucosamina
(GIcNAc) y acido N-acetilmuramico (MurNAc) unidos mediante enlaces [(3-1,4, que se
entrecruzan por péptidos cortos formados por L- y D-aminoacidos. Durante todo su
crecimiento, las células necesitan romper de manera controlada los enlaces del
peptidoglucano. Las enzimas responsables de de este proceso son conocidas como
peptidoglucano hidrolasas o PGHs (Eckert et al., 2006). Las PGHs estan involucradas en
un gran namero de funciones que requieren la modificacion de la red rigida del
peptidoglucano durante el crecimiento y la division celular. Algunas de estas funciones
incluyen la regulacion del crecimiento de la pared celular, el intercambio de unidades de
peptidoglucano durante el crecimiento, la separacién de las células durante la divisién y la
autolisis. Algunas PGHSs especializadas amplian los poros en el peptidoglucano para el
ensamblaje de grandes complejos que atraviesan las envolturas celulares (pilli, flagelos,
sistemas de secrecion), y otras degradan el peptidoglucano durante la esporulacion o la
germinacion. En bacterias patégenas juegan un papel importante en la adhesion y en la
amplificacion de la respuesta inflamatoria al liberar péptidos. Ademas, las PGHs estan
involucradas en los fenémenos de lisis fratricida de poblaciones microbianas (Lortal y
Chapot-Chartier, 2005; Eckert et al., 2006; Vollmer et al., 2008).
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Las PGHs se han clasificado de acuerdo con el tipo de enlace que son capaces de
romper en el peptidoglucano. Las N-acetilmuramoil-L-alaninamidasas rompen el enlace
amida entre MurNAc y la L-alanina del péptido. Las peptidasas son capaces de hidrolizar
el dltimo amino&cido del extremo carboxilo de los péptidos (carboxipeptidasas), o de
romper completamente los puentes formados por los péptidos (endopeptidasas). Las N-
acetilglucosaminidasas y las N-acetiimuramidasas hidrolizan los enlaces p-1,4 de la
cadena de glicanos. Las primeras lo hacen dejando un extremo GIcNAc reductor,
mientras que las segundas hidrolizan el enlace entre MurNAc y GIcNAc, pudiendo dejar
libre un extremo MurNAc reductor, llamadas lisozimas, o formando un anillo 1,6-anhidro
en MurNAc, conocidas como transglicosilasas liticas (Fig. 4) (Vollmer et al., 2008).

Las PGHs se pueden agrupar en dos clases de enzimas. En el primer grupo se
encuentran las autolisinas, las cuales son secretadas del citoplasma bacteriano por un
péptido sefal en el extremo N-terminal y degradan el peptidoglucano de la pared celular
en sitios especificos durante el desarrollo de la célula. Como las autolisinas son
peligrosas para la integridad de la célula, su expresiébn o actividad debe estar bien
regulada. Una vez producida la PGH, su regulacion se lleva a cabo por algunas proteasas
asociadas a la pared celular que disminuyen drasticamente su capacidad autolitica. En el
segundo grupo se encuentran las endolisinas, que estan codificadas en bacteriéfagos y
son exportadas por holinas (pequefios polipéptidos que se insertan dentro de la
membrana citoplasmatica de la bacteria hospedera). La funcion de las endolisinas es la
hidrélisis completa de la pared celular para la liberacion de los bacterié6fagos. La
induccién del profago puede ser causada por un agente mutagénico o por estrés
ambiental, por ejemplo choque térmico (Navarre et al., 1999; Lortal y Chapot-Chartier,
2005).

Se han caracterizado peptidoglucano hidrolasas de BAL, entre ellas, algunas del género
Enterococcus. E. hirae tiene dos hidrolasas autoliticas: la muramidasa-1, que es una B-
1,4-N-acetilmuramidasa con una forma activa de 87 kDa (Dolinger et al.,, 1988), y la
muramidasa-2, que tiene dos formas activas, una de 125 kDa y otra de 75 kDa (Dolinger
et al., 1989). La muramidasa-1 se sintetiza como zimdgeno y necesita una proteolisis
para su activacion. La muramidasa-2 tiene dos o posiblemente tres dominios con
actividad de glucosidasa cerca del extremo amino terminal y seis secuencias repetidas de
45 aminoacidos en el extremo carboxilo terminal que estan involucradas en la unién al
peptidoglucano (Shockman, 1992).

El genoma de E. faecalis codifica para 20 peptidoglucano hidrolasas putativas, de las
cuales 6 son glucosaminidasas, 7 muramidasas, 2 amidasas, 2 endopeptidasas y 3
proteinas relacionadas con transglicosilasas liticas. De estas enzimas putativas se han
estudiado solamente tres. La primera fue la AtlA, la cual muestra actividad de N-
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acetilglucosaminidasa. Posteriormente se identificaron dos autolisinas adicionales: la AtlB
y la AtIC, éstas muestran una actividad de N- acetiimuramidasa (Mesnage et al., 2008).

M-acetimuramoil-L-alanina amidasas Carboxipeptidasas

GleMNAc

LeAla DGlu L-di-AQ D=Ala LAl

-
MurNAef g B B o =
Tl i =
— e
GleMAe . . -
H 4— | M-acetiglucosaminidasas
MurNAc[: . . S
B D-Ala L-di-A  D-Glu  L-Ala
GleMAc .
Endopeptidasas

[ 4—— | M-acetimuramidasas

Figura 4. Estructura del peptidoglucano y especificidad por sustrato de las PGHs (adaptado de
Layecet et al., 2008)

2. Antecedentes
2.1 Queso Cotija

El queso Cotija es uno de los principales quesos mexicanos genuinos. Se elabora de
manera artesanal desde hace mas de cuatro siglos y es originario de las laderas serranas
de la cuenca media del rio Tepalcatepec, donde Jalisco y Michoacan comparten territorio.

Es un queso de gran formato pues se produce en voluminosas piezas cilindricas de 22 kg
en promedio, de pasta firme, prensada y friable. Cuando es auténtico, se madura en el
lugar donde se produce, antes de salir al mercado, durante tres a cuatro meses, por lo
gue, posee aromas, olores y sabores caracteristicos, en general mas intensos que la
mayoria de los quesos frescos nacionales (Cervantes et al, 2008,
WwWw.quesocotija.org.mx).

Actualmente se desea obtener la Denominacion de Origen y para lograr este objetivo se
han realizado, en nuestro grupo de trabajo, diversos andlisis fisicoquimicos y
microbiologicos, entre los que destacan: la identificacion y caracterizacion de los
microorganismos presentes en el lacteo, la busqueda de microorganismos patégenos vy el
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dilucidar qué microorganismos estan involucrados en el desarrollo del olor y sabor
caracteristicos de este queso.

En estudios de poblaciones microbianas del queso Cotija se han encontrado diferentes
cepas de Bacterias Acido Lacticas (BAL) las cuales podrian tener un interés
biotecnoldgico (Bravo A., 2008). Se ha reportado que la microbiota del queso Cotija
cambia durante su maduracion y que después de 3 meses no se encuentran levaduras y
los coliformes fecales estan en cuentas por debajo del limite maximo que indica la NOM
121 “quesos: frescos, madurados y procesados. Especificaciones sanitarias” que es 50
NMP/g (Fig. 5), ademas de que las bacterias lacticas pertenecientes al género de
enterococos que aungque no son poblacién dominante, estan presentes y se mantienen
durante el proceso de maduracion (Zufiiga, 2009). Se ha confirmado la ausencia de
microorganismos patégenos como: Salmonella sp, Staphylococcus aures, Listeria
monocytogenes, Micobacterium bovis y Brucella abortus. Por todo lo anterior, se ha
planteado que no son solo las condiciones de humedad y pH que prevalecen en el queso
Caotija, las que ejercen un control sobre las poblaciones microbianas; sino que podrian
existir sustancias que contribuyen a la selecciébn de los microorganismos que son
capaces de sobrevivir en las etapas avanzadas de maduracion (Bravo, 2008).
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Figura 5. Cuenta de coliformes, a,, pH y %acidez, respecto al tiempo en una muestra de queso
Cotija proveniente de la regién de origen (Bravo, 2008)

2.2 Microbiota del queso Cotija

Como se menciond, dentro de la poblacion microbiana del queso Cotija se encuentran
BAL las cuales se identificaron y describieron por métodos moleculares (secuenciacion
de la region V3 del gen ADNr 16S) dando como resultado: Enterococcus spp.,
Marinilactibacillus y Vagococcus (Zufiiga, 2009). Asi mismo también se han aislado
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bacterias con actividad proteolitica, las cuales provienen del queso con un tiempo de
maduracion mayor a los 6 meses: Bacillus megaterium, B. flexus, B. licheniformis o B.
pumilus o B. mojavensis, Staphylococcus sciuri subsp. sciuri, rodentium o carnaticus y E.
faecalis (Hernandez-Mejia, 2007) y con actividad lipolitica: Staphylococcus
piscifermentans, S. saprophyticus, B. pumilus y S. xylosus (Garcia-Saturnino, 2006). En
otro estudio se lograron identificar bacterias hal6filas en las que se resaltan los géneros:
Enterococcus, Vagococcus y Lactobacillus (Gomez-Castelo, 2010). Posteriormente se ha
logrado identificar a L. pentosus, L. paracasei y L. brevis (Delgado-Arciniega, en revision).

Recientemente se encontr6 que las seis cepas de enterococos aislados de este producto
presentaban actividad antibacteriana, al cultivarse en medio de cultivo MRS, contra:
Salmonella typhimurium, S. aureus, E. coli, Streptococcus pyogenes, Listeria
monocytogenes, Bacillus cereus y Yersinia enterocolitica (Fig. 6) (Olvera-Garcia, 2010).
Serrano en el 2010 concluyé que la actividad antibacteriana por una cepa de E. faecalis
estaba dada por una peptidoglucano hidrolasas (PGH) de 76 kDa con actividad de
actividad N-acetilglucosaminidasa llamada AtlA y previamente descrita y caracterizada
por Eckert et al. en el 2006 (Fig. 7).

Figura 6. Prueba de difusién en agar. A, Halos de inhibicién de las cepas A, D e |: E. faecalis y B,
C, G: E. faecium. contra E.coli; B, Halos de inhibicion contra S. aureus (Olvera-Garcia, 2010)
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Figura 7. A: Perfil electroforético de los sobrenadantes concentrados de Cepa | (E. faecalis) (2).
Marcador de peso molecular bajo (1). Proteina total por pozo, 40 ug. Gel SDS-Tris-Tricina, 10%
de poliacrilamida. B: Zimograma de actividad litica contra M. lysodeikticus de los sobrenadantes
concentrados de Cepa | (E. faecalis) (2). Marcador de peso molecular bajo (1). Proteina total
por pozo, 40 ug. SDS-Tris-Tricina, 10% de poliacrilamida (Serrano, 2010)

3. Justificacion

A pesar de que el género Enterococcus spp. es responsable de efectos benéficos en los
alimentos fermentados, su uso como indicadores de contaminacion fecal y la frecuente
asociacion con enfermedades transmitidas por alimentos, es de importancia en el ambito
de salud publica. Por lo tanto, en este estudio se pretende dilucidar el potencial de
patogenicidad en enterococos presentes en el queso Cotija, a través de la identificacion
de algunos factores de virulencia. Aunado a un andlisis de produccién de compuestos
con actividad antibacteriana que le pudieran conferir un efecto positivo a su presencia en
el alimento.

4. Hipotesis

Los Enterococcus spp. presentes en el queso Cotija, tendrdn una baja o nula incidencia
de genes relacionados con factores de virulencia, debido a su nicho ecolégico, asi como

genes involucrados en el desarrollo de actividad antibacteriana por parte de este género.

5. Objetivos
5.1 Objetivo general

Establecer la presencia de algunos genes que codifican para bacteriocinas,
peptidoglucano hidrolasas y para factores de virulencia en enterococos presentes en
muestras de queso Cotija, asi como su probable expresion.
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5.2 Objetivos particulares

Aislamiento en medio selectivo e identificacién parcial de Enterococcus spp. a
partir de diferentes muestras de queso Cotija Region de Origen.

Evaluar la posible virulencia y/o efectos antibacterianos de los Enterococcus spp.
aislados, a través de:

Deteccion de genes que codifican para los siguientes factores de virulencia:
citolisina, proteina de superficie de enterococos y sustancia de agregacion (cyl A
esp y asal) por PCR- multiplex. Confirmar expresion de los genes a través de
prueba de hemolisis, ensayo de formacién de biopeliculas y adherencia a lineas
celulares Caco-2 y HT-29.

Deteccion del gen que codifica para una peptidoglucano hidrolasa (atlA) con
actividad N-acetilglucosaminidasa AtlaA por PCR punto final, en las muestras de
gueso Cotija (Serrano, 2010). Identificar expresion y actividad de la proteina con
un peso tedrico de 72 kDa a través de SDS-PAGE y Zimografia contra
Micrococcus lysodeitikus, ademas de pruebas de difusion en agar contra
microorganismos indicadores para determinar actividad antibacteriana.

Deteccion de los genes que codifican para las enterocinas A (entA) y AS-48 (as-
38) por PCR punto final. Confirmar expresion a través SDS-PAGE y Zimografia
contra Listeria monocytogenes para identificar expresion y actividad de la(s)
bacteriocina(s) con un peso tedrico de 4.8 y 7.2 kDa respectivamente. Ademas de
pruebas de difusién en agar contra microorganismos indicadores para examinar
determinar actividad antibacteriana.
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6. Metodologia
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formacién de biopeliculas en aureus, E. coliy L. innocua, SDS-
microplacas de poliestireno y PAGE y Zimografia

actividad hemolitica en agar sangre

Figura 8. Diagrama general de trabajo

6.1 Descripcion de las muestras

Se analizaron 12 quesos Cotija “region de origen” con mas de 3 meses de maduracion
(en el lugar donde se produjo) y almacenados en congelacién a -70 °C (triturados y
homogeneizados omitiendo la corteza del queso) en el laboratorio desde hace mas de 5
afios (Tabla 3). De cada uno se tomaron muestras para la deteccion y enriquecimiento de
Enterococcus spp. En este trabajo se incluyeron las 7 cepas de Enterococcus spp.
aisladas y caracterizadas anteriormente por el grupo de trabajo.
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Muestras:

Tabla 3. Muestras de queso Cotija y region de la que fueron obtenidas. Cepas de Enterococcus

spp.
Nimero Productor Lugar
David Chavez Barajas Rancho Plaza de
1 . .
Chavez, Quitupan
5 José Arnulfo Vargas|Rancho La Jabalina, Sta.
Gonzalez Maria del Oro
Porfirio Pulido Rancho La Tortuga, Sta.
3 :
Maria del Oro
4 Ignacio Mendoza |[Rancho La Mesa del
Valencia Aguacate
Gonzalo Vargas Reyes |Rancho la Mesa del
5 .
Guayabo, Quitupan
Salvador Sandoval Rancho la Piedra
6 . .
Amarilla, Jilotlan
7 Rafael Figueroa San Nicolds Mpio. Cotija
8 Martin Pulido La tortuga, Sta. Maria del
Oro
9 Javier Vargas El Caracol
10 Fam. Sanchez Rancho el Lorenzo
Rafael Torres Las Cabras Mpio.
11 ;
Quitupan
12 David Chavez Mendoza |Rancho Buena Vista,
Quitupan
A Enteroccocus faecalis
B Enterococcus faecium
C Enterococcus faecium Aisladas y Bravo A., 2008
D Enterococcus faecalis caracterizadas por el |Delgado-Arciniega, en
E Enterococcus faecium grupo de trabajo. revision
G Enterococcus faecium
I Enterococcus faecalis

Tabla 4. Cepas de referencia

Nombre del microorganism Cepa
E. coli DH5a L-312 F.Q.UNAM
P. acidilactici ATCC 8042 L-312 F.Q. UNAM
L. casei Aislado de Queso Cotija L-312 F.Q. UNAM
Staphylococcus aureus ATCC 6558 L-312 F.Q. UNAM
E. faecium Cernelle 60 (Neoflor,pedriatico) Cepa commercial
E. faecalis NCIMB-700585 Dra. Edith Ponce UAM-I
E. faecium MXVK29 Dra. Edith Ponce UAM-I
S.pyogenes - L-312 F.Q. UNAM
E. coli enteropatégena 2348/69 Dr. Carlos Eslava F.M. UNAM
Streptococcus spp. 25245 Dr. Carlos Eslava F.M. UNAM
E. coli enteroagregativa 4976 6042 Dr. Carlos Eslava F.M. UNAM
M. lysodeikticus ATCC 4698 Sigma-Aldrich

6.2 Preparacion de la muestray enriquecimiento para Enterococcus spp.

Debido a que los quesos Cotija (triturados y homogeneizados) estaban en congelacion a -
70 °C se hizo un paso de descongelacién a 5 °C durante 18 h tal como lo indica la NOM
110 “Preparacion y dilucién de muestras de alimentos para su analisis microbiol6gico”. Se
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tomaron 10 g de la muestra y se adicionaron 90 mL del diluyente (solucién salina
isotonica 0.85 % plv, pH 7), dentro de una bolsa estéril, para después ser
homogeneizado en un Stomacher (Stomacher 400 circulator, Seward) por 2 min a
méaxima velocidad.

Se inocul6 un 1 mL del homogeneizado en caldo etil-violeta-azida (EVA, USBiological) e
incubd a 250 rpm, 37 °C durante 48 h en una incubadora INNOVA 4000, New Brunswick
Scientific. Posteriormente se sembré por agotamiento en medio solido kanamicina-
escualina-azida de sodio (KAA-OXOID) y se incubaron a 37 °C por 24 h en una estufa
estatica Gravity Convection E-71.

Para confirmar la selectividad del medio EVA se inocularon las cepa de L. casei, P.
acidilactici (BAL) y E. coli (microbiota coliforme fecal acompafiante de enterococos) y se
incubaron en las condiciones descritas anteriormente.

Obtencién de poblaciones de enterococos: lo siguiente se realizd para cada muestra de
gueso Cotija. A partir del aislamiento por agotamiento en medio KAA, se observaron
colonias con crecimiento caracteristico de Enterococcus spp. En una grafica comparativa
de nimero de colonias a analizar contra el nimero de especies a identificar, menos de
100 colonias son suficientes para identificar una sola especie (Wacher C. comunicacién
oral). Por lo tanto se tomaron 20 colonias de cada caja y se inocularon en 100 mL de
medio MRS (de Man, Rogosa, Sharpe; Oxoid). Se incubaron a 250 rpm, 37 °C durante 8
h. Del cultivo en medio MRS se tomaron 3 mL y se colocaron en viales criogénicos, los
cuales se adicionaron con 15 % de glicerol (80 %) y se almacenaron a -20 °C (Fig. 9). A
esta mezcla de 20 colonias se le denomind “poblacion de enterococos”.

Aislar, apartir del

Cultivo en medio cultivo de medio Observar T:gm;azso Sec”cjl‘zfnaira'sa;zo POBLACION DE
EVA (uno por EVA{ por colon.ia§ caracteristi'cas medio MRS R
cada queso) agotamiento en caracteristicas - (para cada SPP. POR

medio KAA de enterococos. X ! QUESO
o — por caja . queso)

Figura 9. Diagrama de obtencién de poblaciones de enterococos por cada muestra de queso
Cotija
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Fundamento de medios selectivos:

Debido a la importancia de los enterococos en diferentes alimentos, muestras clinicas y
ambientales, la diversidad de los medios de cultivo que se han descrito para su deteccion
y conteo es amplia. Comunmente son dos los medios selectivos mas usados para
identificar enterococos de matrices alimentarias, agua y muestras clinicas: selectivo de
Enterococcus (SB) y Kanamicina Escualina-Azida de sodio (KAA). Por su parte, el medio
etil-violeta azida de sodio (EVA) y agar citrato azida de sodio son medios recomendados
y utilizados con frecuencia para el recuento de enterococos en alimentos lacteos
(Doming, et al., 2003).

Agar KAA: el agar Escualina-Azida de Sodio es un medio selectivo cuando se usa un
suplemento de Kanamicina y se emplea para el aislamiento de Enterococcus en
alimentos. El sulfato de kanamicina se adiciona por separado al agar reconstituido. El
medio contiene los componentes inhibitorios selectivos sulfato de kanamicina y azida de
sodio. También contiene un sistema indicador para detectar el crecimiento de
estreptococos hidrolizantes de escualina. Se forman colonias con areas negras alrededor
de las mismas debido a la formaciéon de compuestos fendlicos de hierro, derivados de los
productos de hidrélisis de escualina y Fe?*. Las colonias de enterococos son circulares,
blancas o grises con un didmetro de alrededor de 2 mm, rodeadas de zonas negras de al
menos 1 cm de diametro (OXOID, 1990).

Caldo EVA: debido a la presencia de la azida de sodio y el violeta de etilo se consigue el
caracter selectivo del medio. La mezcla de peptonas constituye la fuente de nitrégeno y la
glucosa la fuente de carbono y energia. Los dos fosfatos tienen la funcion de regulacion
del pH y el cloruro de sodio le da la salinidad necesaria para mantener el equilibrio
osmdtico. El ajuste de la concentracion de violeta de etilo es critico para el buen
crecimiento de los enterococos y la inhibicion del resto de los microorganismos. Este
medio suele utilizarse como medio confirmativo, y se siembra a partir de un caldo Rothe
(azida dextrosa). Puede adicionarse glicerol, que segun algunos autores facilita la
fermentacion de la glucosa por los Enterococos spp. (Panreac, 2003).

6.3 Caracterizaciéon fenotipica

Cada una de las poblaciones almacenadas se reactivd inoculando 50 pL en 10 mL de
medio MRS a 37 °C por 12 h en una estufa estatica Gravity Convection E-71.
Posteriormente se tomaron 100 pL de cada cultivo y se inocularon en 10 mL de medio
MRS y se incubaron a 37 °C (con 6.5 % NaCl) y 45 °C (sin NaCl). De cada cultivo se
hicieron tinciones de Gram y se observaron al microscopio para verificar la presencia de
cocos Gram-positivos y se les realizo la prueba de catalasa. La presencia de burbujas
indicaba que la prueba era positiva. Como control positivo se utilizé una asada de cultivo
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de Staphylococcus aureus ATCC 6558 el cual es catalasa positivo. Ademas se
sembraron por agotamiento en MRS-Vancomicina (agar 1 %) e incubaron a 37 °C por 24
h en una estufa estética Gravity Convection E-71.

6.4 Extraccion de ADN

Las poblaciones de enterococos (20 colonias) y cepas aisladas se incularon en 97 mL de
medio MRS (previamente se describié que se almacenan 3 mL de cada poblacién) y se
incubaron a 250 rpm y 37 °C. El crecimiento se detuvo a las 8 h (D.O. 1-1.5), es decir,
durante la fase exponencial de crecimiento (Olvera-Garcia, 2010). Para separar las
células del medio, se centrifugd a 10,015 x g durante 15 min a 4 °C (Biofuge Primo R,
Haereus). Después se realizaron tres lavados con solucién salina isoténica (0.85 % plv,
pH 7) y se recuperaron las células centrifugando en las mismas condiciones.

Para la extraccion de ADN se empled un kit (Fast ID Genomic DNA Extraction Kit),
siguiendo las instrucciones del proveedor, y se agregaron 2 mg de lisozima para hacer
mas eficiente la lisis celular.

6.4 Deteccidn de genes de virulencia por PCR-Multiplex

El PCR multiplex (MPCR) es una técnica en la cual se emplean conjuntos de cebadores
especificos combinados en una sola reaccion de PCR. Por lo tanto, MPCR es util para la
rapida deteccion de varios genes blanco, ya que se puede hacer la amplificacion
simultanea de varios fragmentos de ADN. En comparacién con otras técnicas como el
DGGE, permite el andlisis de varios microorganismos al mismo tiempo y resulta ser un
buen método para la deteccion especifica de los mismos en una matriz compleja. MPCR
podria ser atil como herramienta para dilucidar la composicibn de una comunidad
dindmica (Vankerckhoven et al. 2004).

Para el analisis de genes que codifican para factores de virulencia se realiz6 la técnica de
PCR-multiplex donde se usaron los cebadores especificos descritos por Vankerckhoven
et al. en el 2004 y siguiendo las condiciones de reaccion que describen y que son
confirmadas por Martin-Platero et al. en el 2009 (Tabla 5). La especificidad de los
cebadores se analiz6 por algoritmo BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool, National
Center of Biotechnology Information, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

29



Tabla 5. Lista de cebadores para cada factor de patogenicidad (Vankerckhoven et al. 2004;
Martin-Platero et al., 2009)

Genes Cebador m Tamapo del
amplicon (pb)
cylA
cylAD 5 -TAGCGAGTTATATCGTTCACTGTA-3" 52.3 688
cylAR 5 -CTCACCTCTTTGTATTTAAGCATG-3’ 52.3
asal
asalD 5 -GCACGCTATTACGAACTATGA-3’ 50.5 375
asalR 5-TAAGAAAGAACATCACCACGA-3' 48.5
esp
espl4D 5-AGATTTCATCTTTGATTCTTGG-3' 47.4 510
espl2R 5-AATTGATTCTTTAGCATCTGG-3' 46.5

Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min,
seguida de 30 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento o
hibridacion a 56 °C durante 45 s y polimerizacién o extension a 72 °C durante 1 min; y
una extension final a 72 °C durante 10 min. Condiciones modificadas para el uso de Pfu
polimerasa (2.5U/ uL) (Fermentas)

La reaccion de PCR se llevé a cabo en un volumen final de 25 pL usando buffer Pfu+
MgSO, 1X, dNTP’s 10mM, cebadores asalD y asalR 0.1uM, cebadores espD, espR 0.2
UM, cylAD, cylAR 0.2uM, 100 ng de ADN de cada muestra y 0.625 U de Pfu polimerasa
(Fermentas, USA).

Después de la amplificacién, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v). La tincion se realizé con bromuro de etidio
0.1%. Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM, USA).

6.4.1 Pruebas presuntivas para expresion de los genes de virulencia
6.4.1 a) Actividad hemolitica

Semedo y colaboradores en el 2003 examinaron cepas estandar de Entecoccus spp. de
origen clinico y alimentos con respecto a su probable actividad hemolitica conferida por la
presencia del operén de citolisinas. Los investigadores concluyen que algunas cepas de
E. faecalis, E. avium, E. casseliflavus, E. durans y E. faecium presentaba actividad
hemolitica. También concluyen que aquellos que presentaban todos los genes del operén
de citolisinas presentaban (3-hemodlisis tanto en condiciones aerébicas como anaerobicas.

Para detectar la presencia de hemolisina, enzima que permite la clasificacion de los
Streptococcus en alfa (hemdlisis parcial, incompleta que torna color verdoso), beta
(hemodlisis total) y gamma hemoliticos (no existe hemdlisis) se realiza la prueba de
hemdlisis en agar sangre. Muchas otras bacterias, aparte de los Streptococcus, pueden
tener esta enzima (Fig. 10).
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Q
gamma gamma beta alpha

Figura 10. Hemolisis alfa, beta y gamas en placas de agar sangre (Atlas de Bacteriologia,
http://www.telmeds.org)

Para verificar la expresion del operdn de citolisina se sembré por agotamiento una asada,
proveniente del medio de donde se hizo la extraccion de ADN, en agar sangre (4 % de
sangre de carnero estéril y desfribrinada (Dibico). Zonas claras alrededor de las colonias
indican la produccion de dicha enzima. Se sembré como control positivo a S. pyogenes y
cepas de enterococos de aislados clinicos (laboratorio de Programa de Inmunologia
Molecular Microbiana. Facultad de Medicina. UNAM)

6.4.1 b) Ensayo de adherencia

Se realiz6 un ensayo de adherencia in vitro a lineas celulares HT29 (adenocarcinoma de
colon humano grado Il) y Caco-2 (adenocarcinoma colorectal humano). Se utilizaron
controles positivos para dos tipos de adherencia descritos para E. coli y uno para una
bacteria acido lactica (Streptococcus spp.).

Preparacion de células: se propagaron las células epiteliales en una botella para
crecimiento celular de 250 mL en presencia de MEM (Medio Minimo Esencial) para HT-
29 y D-MEM (Dulbelcco’s Modified Eagle Medium) para Caco-2 adicionado con suero
fetal bovino (SFB) y antibitticos (Tabla 6). La botella se incubé a 37 °C en atmdsfera de
CO; al 5 % y humedad del 85 % durante 24 h o hasta tener una confluencia >85 %. Una
vez obtenida dicha confluencia se elimind el medio y se desprendi6é la monocapa con
lavados de PUKS (NaCl, KCI, NaHCO; y EDTA) incubando durante 5 min para favorecer
el desprendimiento. Finalmente se adicionaron 25 mL de medio adecuado para la linea
celular (sin suero y sin antibiético), y se resuspendio.

Tabla 6. Composicion de los medios

MEM D-MEM- adicionado con glucosa
Glutamina 1 % Glutamina 1 %
Bicarbonato 2 % Bicarbonato 2 %

Antibiotico (estreptomicina/penicilina) 1 % Antibiotico (estreptomicina/penicilina) 1 %
Suero fetal bovino 5 % Suero fetal bovino 10 %
HEPES(4-(2-hydroxyethyl)-1- HEPES(4-(2-hydroxyethyl)-1-
piperazineethanesulfonic acid) 1 % piperazineethanesulfonic acid) 1 %
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Crecimiento bacteriano: se realizaron preindculos (3 % de cultivo bacteriano en medio
MRS) y se incubaron a 37 °C por 24 h. Para realizar el in6culo se adicioné D-manosa al
10 % a los medios. Para el crecimiento de E. coli se uso triptona al 1 % y MRS para el
control de BAL y las poblaciones de enterococos. Los indculos se incubaron por 18 h a 37
°C. El cultivo se centrifug6 a 2500 rpm en una centrifiga Sorvall RT6000, 15 min a 4 °C. El
pellet se resuspendié en medio MEM/D-MEM (sin suero y sin antibiético) con D-manosa
al 1 %.

Ensayo de adherencia: Se prepard una placa de polipropileno colocando una lenteja de
plastico estéril en cada uno de los pozos y se agregé 1 mL de la suspension de células
propagadas. La placa se incub6 a 37 °C durante 24 h (HT29) y 48 h (Caco-2) en
presencia de 5 % de CO2 y 85 % de humedad.

Pasado el tiempo se elimind el medio y lavé con buffer de fosfatos (PBS) pH7. Se
agregaron 900 pL de la suspension bacteriana y se incub6d a 37 °C durante 3 h.
Posteriormente se elimind el medio de los pozos (comenzar por el control de células) y se
lavaron con PBS. Para fijar se adicioné 1 mL de metanol durante 1 min. La tincion se
realizé agregando 1 mL de colorante Giemsa durante 8 min. Finalmente se lavd con agua
desionizada estéril.

A continuacién se tomo la lenteja de cada pozo, con ayuda de unas pinza, cuidando de
no dafar la monocapa, y se sumergié en acetona durante 15 s agitando, luego se pasé a
una solucién acetona/ xilol (1:1) agitando nuevamente y para finalizar se sumergio6 en xilol
durante unos segundos y se eliminaron los residuos.

En un portaobjetos se coloc6 una gota de resina (tolueno), seguido de la lenteja, dejando
la monocapa en la parte superior, y finalmente se puso un cubreobjetos. Se dejé secar
por 24 h y después observé al microscopio.

Se consider6 adherencia positiva a mas de 10 células bacterianas por célula epitelial.
6.4.1 c) Formacién de biopeliculas

El gen esp se relaciona con la capacidad de formacién de biopeliculas (Martin-Platero,
2012; Toledo-Arana, 2001).

Este ensayo se realizé a partir de un preindculo de cada poblacién y cepa pura, crecido
en 10 mL de medio MRS a 37°C durante 24h en una estufa estatica Gravity Convection
E-71. A continuacion se realiz6 un inéculo 1:100 en una microplaca de poliestireno
estéril, la cual se incub6 a 37 °C, 14 h en una estufa estatica Gravity Convection E-71.
Posteriormente se retir6 el medio de cultivo de cada pozo de la microplaca, cuidando de
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no tocar el fondo de la misma. Se tifié con 50 yL de solucién acuosa de cristal violeta al 1
% durante 10 min, se realizaron 3 lavados con agua destilada y por ultimo un paso de
decoloracién agregando 200 pL de etanol al 70 % por 10 min (George et al., 1998). La
microplaca, con la biopelicula formada en el fondo de cada pozo se ley6é a 620nm en el
lector Epoch Bioteck.

6.5 Identificacidon del gen de peptidoglucano hidrolasa AtlA
Para la deteccién del gen atlA que codifica para la PGH se siguié la metodologia

empleada por Serrano, 2013 (Fig. 11). Usando los cebadores y las condiciones de
reaccion de la Tabla 7.
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1 10 20 30 40 50 :11] 0 80 90 100 110 120 130
|
ATGAAGAARGARTCARTGTCACGTATL ACAAL GCCAGTACARTGGARGARGAGCACTACTTTATTCAGC TCGGCGTTARTTGTTTCATCTGTAGGAACGCC

Gen
g TGGGTAAGAARGARTCARTGT

C eren CBALEE 4 s s ss s essernssssssssssssssessssssssssssssesssssssssssssesssesssssssessssessssessesssssssssssassasessssesnssnns
131 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Eea éETTECETTHCTHCCHETEHCTECTFHIllH"l Hllr““r"““TEEEEHHETTEECCHHEEHCETHETHEEEHHHETEECTTHETHEHEHCHCCHHCHHCHEHHHCTHCEECHEEHHCTHCE
CONSBNSUS 1 .vuresassarsanssssstsnntssssssantsssssssttsssssssttesssssttsnssststtnntssttstantsessstartesssstsrtansssstttassssttssntsstssssnss
261 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
Gen éﬂﬂtﬂﬂEEGHEHHEGEHTTEETEHHEHHEEHETGHHTEEHEHHETGHHTEHTI HllHHIHﬂfﬁffﬁﬂfTHEEGHEEHHEEHHEHGETGHTTEHHETHEHEETGTGGHHTEHGEHHEGHETé

E
DO S EIEUE  hsassera st sttt st tosssessssosssetsstatsstssstatsstssstatsttststetsotntisestetsttssstetattststetsttssssetsstotssttsstatsstssstets
391 400 410 420 430 A4 450 460 470 480 490 500 510 520
Gen ATTETTEHETHGEHGHHHTTHEGECHETHEETECTTEHECHHEEEHGTETEHHEEHEEGEETEEGETTHEHEEDEHTEHTEHHETHHHHETHEEHGHHGETRGHGTHGETTETGEEEHHHETTTTTEHG&

E
CONSENSUS . vuresassarsanssssstsnntssssstanssssssssttsssssssttesssssttsnssststtnntssttssantsessssartassssstrtansssstttasststtssntsssssssnts
521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 640 650
Gen éTTHTCHCCEHCECHHHETCCTTCHEHHTTTHTTECCEHETTHECTCETTETEEHCHHCETHTTEEECHHEECHHTEHTTTHTHTEEHTEHETEHTEHTEECTCHHECHHTCETTEHHHETEETTEEEE&

E
CONSBNEUS 1 oiitnrassasssssssssssossssssssssssstossssssssssssstotossssssssssststostssssssssssstontasssssssssstontasssssssssssnssnsssssssssss
651 [::01) 670 680 [:1:11] 700 710 720 730 740 750 760 770 780
Gen EEHHETHEEETHTETHﬂEEEHEEHHHETHTHHETTHTTTEEEHTTHHHEEEHEETHEHHTEEHEHHTETETETHTHTEEHTHEHTEEﬁHHTHTTTHHHEEEEHHHTEETTHETEHHHHHHEHHEETTTEé

E
CONSENSUS  srvvrressssssrensssssssanrsssssssasssessssarressssssssessssssrsessessssenteessssanteessssasresssssssrensssssreessesssrsnrresssssnns
781 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900 910
Gen éTHHHTHTCCTTCTTHCHTGEHHTCHTTCCHHEHTHHTECGCHCETGCTHHHHHCHHCTTCTTTCCHHECGEGCETTTHCTHTTHTECTEGEGCTTGEHHHHGCHHTHCHHGCTCETHCCGCGHTGCHH&

1]
CONSBNSUS 1 .vuresassarsanssssstsnntssssssantsssssssttsssssssttesssssttsnssststtnntssttstantsessstartesssstsrtansssstttassssttssntsstssssnss
911 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040
Gen }EETTEETTHHEHEETEETTHTEEEHEHGHTEETHEETHEHHTGETHHHTTHHHTHHTGTEHTTHEEGEHTHTHHETTHHETEHHTHTEHTHEHEEHTETTETEETEGHHHTHETEGEEEEEEHHEHET}

1)
DONEENBUS  tiiaatnsssssssnsssssssssssssssssssssssssssttsssssssssstsssssss tsssssssststsssssstsssssssstssssssssssstssssssatsssssssstssssssssnss
1041 1050 1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170
Gen AHTEEHEGHHEHEGDEGETEEHHEHHTEHHTEHGGHREERHEHEETHETHTHETGTHHHHTEHGGHGHTHDETTEHHTHHHHTTGEEﬁEEEHHTHTGETGTGHECGTTGETHHTTTHEEETEHTEGHHEé

1]
CONSENSUS  svvvrrerserssrensssssssasrsessssasressssssrressssssrsmssssssssnrresses rresreererrenteerar ettt ey ee
1171 1180 1190 1200 1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300
Eea ECHTCTETEECEHTTTHHTTTTCETTEETCHHHHHCTTHTCETEHHHHHHEETECTTCHEETHHCHCTEETEECTCHEECHECEETEETTCTHHCHHTHHTCHHTCHEEHHCEHHEHCETHETHTHCTE}
CONSBNSUS 1 .vuresassarsanssssstsnntssssssantsssssssttsssssssttesssssttsnssststtnntssttstantsessstartesssstsrtansssstttassssttssntsstssssnss
1301 1310 1320 1330 1340 1350 1360 1370 1380 1390 1400 1410 1420 1430
Gen AHHHTEHGGEGHTHEETTEHHTHHHHTTGEEGEEEHHTHTGEEGTGHEEGTTGETHHTTTHEEETEHTEGHHTGEEHTETETEEEEHTTTHHTTTTEETTEGTEHHHHHETEHTEETGHHHHHHEGTEE}

0
CONSENSUS  tiiossnsssssssassssssssssssssssssstsssssssssossssssssnssssssssssssssss et Eesssa st sessastettstsatiatttsstti bt bsstsstttss
1431 1440 1450 1460 1470 1480 1490 1500 1510 1520 1530 1540 1550 1560
Gen }EHEGTHHDHETEGTEGETEHHHEHHEEGTEGETETRHERHTHHTEHHTEHGGHHEEHHTHEETHETHCHDHHTTHHHTEHGEEGHTHEETTEHHCHHRHTTGECGEEEHHTHTGEEGTGHETGTTGETH

E
CONSENSUS  svvvrrerserssrensssssssasrsessssasressssssrressssssrsmssssssssnrresses rresreererrenteerar ettt ey ee
1561 1570 1580 1590 1600 1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680 1690
Gen ATTTHCECTEHTEEHHTEECHTTTETEECEHTTTHHTCTTCECTEETLHHHHHHIIHIIhI TACTTCAGGTARCACCGGTGGCTCAAGCARTGGTGGT TCTARCAATARTCAATCAGGAARC

E
CONSENSUS  tiiinitnrassasssssssssstassssssssssssstossssssssssssstotsssssssssssstsotastasssssssssstostasssssssssstontasssssssssssnssnssssssssnss
1691 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760 1770 1780 1790 1800 1810 1820
Gen EHHTHEETHETHEHEEﬂTTHHHTEEGEEGHTHEETTGHHEHHHHTTTETGEHEHHTTEGETGTTHETGTGEETHHETTHEHHEEETEGHHTHHEHTEHGEEGTHGTTTGHTTTTTEETEGTEHHHHGHTT

b
CONSENSUS  trvvrrersssssrensssssssansssssssassssssssarsessssssssessssssrsessessssanteessssanteessssasresssssssrensssssrressesssrsnrsresssssnns
1821 1830 1840 1850 1860 1870 1880 1890 1900 1910 1920 1930 1940 1950
Gen ATCETGHHHHHHEGCECCHHCTCHEGTTCHHCEHHTHCEHHCHHECCTHCEHHTHHTGGTGGCGGTGCEHCHHCHTCCTHCHCEHTTHHHTCHGETGHTHCGCTGHHTHHHHTTTCTGCHCHGTTTGECé

1]
CONSENSUS 4 .uvuresssssrsansssssssnnsssssssantsssssssttsssssssstessssstttessttsttnntssttstantsessssartassssssrtansssstttnssssttssntsstssssnss
1951 1960 1970 1980 1990 2000 2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
Gen }EHETETTEETHHTETHEETTEHTEEHHEEEEHTEHHHEEEEHTTTHHTTTTTEETEETEHHHEHHTEHTEETEHHHHHHEEEEETTETEEHEETEEEHHTEETTETTEHHEHHHTHETEEHTEHEEEH&

1)
LONSENSUS  tiiiiitassasssssssssstossssssssssssstassssssssssssstotsssssssssssststossasssssssssstostasssssssssssontasssssssssssnssnsssssssssss
2081 2080 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160 2170 2180 2190 2200 2210
Gen AEEEEHTHEHETTHHHHEEEETEHTTEHETTTEEEEETTRTEHHTEEHHTHEEEHHTEHEEHTEEHHHHHHTEHHHEHHTTHHHTEEETTHHEEEEEERTHEHHTTTHTHTTEETEHHHETTTHHHHET}
TCAARACTTTAAARGTT
Eonsensug g 22 e A LT A

Figura 11. Alineamiento de los cebadores aux D y aux R con la secuencia del gen atlA completo,

Serrano, 2013)-(Multialin/Oligocalc)
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Tabla 7. Cebadores para identificar PGH de E. faecalis
Tamafio del

PCR | Cebadores Productos de PCR (pb) S Referencia
amplicén (pb)
D 5-CGC CCA TGG GTA AGA AAG
atlA aux AAT CAA TGT-3' 2200 Serrano,
(PGH) aux R 5-CGC CTC GAG ACC AAC TTT TAA 2010
AGT TTG A-3°

Las condiciones de la reaccion fueron: desnaturalizacion inicial a 95 °C durante 3 min,
seguida de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C durante 30 s, alineamiento o
hibridacion de 55 °C durante 45 s y polimerizacién o extensién a 72 °C durante 4 min; en
todos los casos se realiz6 una extension final a 72 °C durante 10 min.

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de 25 pL usando buffer Pfu+
MgSO, (1X), dNTP’s (10 mM), cebadores aux D y aux R (0.2 uM), 100 ng de ADN de
cada muestra 'y 0.625 U de polimerasa Pfu (Fermentas).

Después de la amplificacion, los productos de PCR fueron examinados mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tincién se realiz6 con bromuro de etidio
0.1%. Los geles fueron examinados en un transiluminador (Hoefer UVTM).

6.5.1 Pruebas para identificar la sintesis de la peptidoglucano hidrolasa AtlA
6.5.1 a) Deteccion de la peptidoglucano hidrolasa AtlA (SDS-PAGE)

Con el fin de detectar la expresion del gen que codifica para la PGH se llevé a cabo una
electroforesis de las proteinas extracelulares en geles de SDS-PAGE al 10 % (Mini
Protean 3 System, Electrophoresis Module, Bio-Rad Laboratories). Se realizé un
preindculo al 0.1% en medio MRS de cada una de las poblaciones y cepas aisladas,
seguido de un in6culo al 2% en el mismo medio, los cuales se incubaron a 37 °C, 250
rpm por 7 h (D.O. 1). Se centrifugaron a 10,015 x g y los sobrenadantes de cada
poblacion y cepa aislada se precipitaron con TCA (&cido tricloroacético saturado). Para
precipitar se utilizaron 1.8 mL de cada sobrenadante (centrifugado, neutralizado y filtrado)
y 200 pL de TCA (10% v/v) durante 1 h a 4 °C, se centrifugaron a 21,000 x g durante 15
min en una centrifuga Biofuge Primo R, Haereus, se desech6 el sobrenadante y el
precipitado se lavo tres veces con acetona al 90 % v/v. Posteriormente se resuspendieron
en 20-30 pL de buffer de carga del gel (Tris-HCI 3M/SDS 0.3 % buffer, pH 8.45). Se utilizd
marcador de proteinas de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards, High range. No.
de catalogo 161-0303. Bio-Rad Laboratories). Las condiciones de la electroforesis fueron
120 V durante 3 h a temperatura de refrigeracion (4°C).
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Las proteinas se tifieron con azul brillante de Coomasie G-250 (metanol 40 % v/v, acido
acético 10 % v/v y azul de Coomasie al 2.5 % m/v). Las imagenes se obtuvieron mediante
el uso de un documentador de imagenes GelDoc (Bio-Rad) y se calcularon los pesos
moleculares de las bandas usando el software del equipo.

6.5.1 b) Deteccidén de actividad litica de la Peptidoglucano hidrolasa a través de
zimografia

Para identificar la banda con actividad litica perteneciente a la PGH AtlA, se utilizaron
geles de SDS-PAGE al 10 % con células embebidas de Micrococcus lysodeikticus
(Sigma- Aldrich) al 0.2 % v/v. De acuerdo al protocolo descrito en el Anexo 8.1.

La obtencién de las proteinas extracelulares se hizo de la misma forma que se describe
en el punto 6.5.1 a).

Las condiciones de electroforesis son las mismas que las anteriormente descritas.
Posteriormente se incubaron a 37 °C y 50 rpm durante 18 h en una solucion
renaturalizante (Tris-HCI 100 mM y Tritdbn 1 %, pH 8) para que las proteinas recobraran
Su actividad.

La actividad litica se detect6 por la presencia de una banda clara o translicida sobre un
fondo opaco. Para aumentar el contraste, el gel se tifid con una solucién de azul de
metileno 0.1% v/v en KOH 0.01 % v/v durante 20 min y a continuacion se destifié con
agua destilada hasta observar la aparicion de las bandas de actividad. Se utilizaron los
mismos marcadores de peso molecular para proteinas para poderlos comparar con los
geles tefiidos con azul de Coomasie (Leclerc y Asselin, 1989).

6.5.1 ¢) Ensayo de difusion en agar contra S. aureus y E. coli

Para determinar el efecto antibacteriano por la actividad litica de la PGH se realizaron
pruebas de difusién en agar con los sobrenadantes del cultivo por duplicado. Cultivos de
50 mL en medio MRS incubados por 16 h (D.O. 2-2.5) de fermentacion, donde la curva
de crecimiento se encuentra en la fase log tardia (Olvera-Garcia, 2010), se centrifugaron
a 10,015 x g por 15 min. A los sobrenadante obtenidos se les ajusto el pH a 6.5 con
NaOH (50%) para evitar que el efecto observado se debiera a la presencia de acidos
organicos. Finalmente se filtraron con membrana milipore de 0.45 pm para eliminar
células y se concentraron a través de liofilizacion, finalmente el liofilizado se resuspendi6
en 5 mL de buffer de fosfatos pH 7.
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Se hicieron diluciones decimales de E. coliy S. aureus para obtener el césped bacteriano
adecuado.

Para elaborar las cajas donde se realiz6 el ensayo de difusion en agar, se colocaron 20
mL de BHI agar al 1 % m/v y se dej6 solidificar. Posteriormente se le adicionaron 10 mL
de agar suave al 0.8 % m/v con la concentracion de células de los microorganismos
indicadores seleccionada por formar un césped bacteriano homogéneo (20 pL de la
dilucién 6ptima). Con un penicilindro se hacen pozos sobre la doble capa de agar, en
cada pozo se agregaron 200 pL de cada uno de los sobrenadantes tratados. Las cajas se
incubaron a 37 °C por 42 h en una estufa estatica Gravity Convection E-71.

Finalmente, se midié el diametro del halo de inhibicion de los microorganismos, con la
ayuda de un vernier. Se considerd como positiva la prueba cuando se observé un halo de
inhibicién nitido y superior a 1 mm alrededor del pozo.

Para el estudio del espectro inhibitorio se usaron bacterias “blanco” para demostrar la
actividad de las cepas productoras:

Bacterias “blanco”: Escherichia coli DH5a y Staphylococcus aureus ATCC 6558. Estas
bacterias se incubaron previamente en caldo cerebro-corazén (BHI-Difco) durante 8 h,
partiendo de un preinéculo de 24 h en el mismo medio.

Como controles positivos se emplearon los siguientes compuestos:

Nisaplin ®: Producto comercial cuyo compuesto activo es la nisina, una bacteriocina
natural producida por L. lactis, con actividad frente a una gran cantidad de bacterias
Gram-positivas incluyendo a los géneros Listeria, Clostridium, Bacillus y las BAL;
causando su muerte, inhibiendo el desarrollo de células vegetativas (destruccion de
membrana citoplasmatica) o la germinacion de esporas termorresistentes.

Kanamicina (OXOID): es un antibiético del grupo de los aminoglucésidos, de amplio
espectro, bactericida, activo sobre bacterias Gram-positivas, Gram-negativas Yy
Mycobacterium, por lo que se emplea en el tratamiento de una amplia gama de
infecciones. La kanamicina es producida por la bacteria Streptomyces kanamyceticus.

6.6. Deteccion de los genes de enterocinas

Dentro de la gama de enterocinas reportadas recientemente, las enterocinas A
(Aymerich, 1996), B y P son las mejor caracterizadas para la especie de E. faecium,
mientras que las enterocinas AS-48 y Cyl L y S, para E. faecalis (Klocke et al., 2005;
Kayser, 2003; Martin-Platero et al.,, 2009; Martinez et al., 2000; Franz et al., 1999). La

37



mayoria de las enterocinas que han sido caracterizadas tanto bioquimica como

molecularmente concluyendo que son bacteriocinas parecidas a pediocinas (Aymerich,

A

Thr Thr His Ser Gly Lys Tyr Tyr Gly Asn Gly Val Tyr Cys Thr Lys
Asn Lys Cys Thr Val GIn Trp Ala Lys Ala Thr Thr Cys lle Ala Gly
Met Ser Ile Gly Gly Phe Lys Gly Gly Ala [le Pro Gly Lys Cys

1996), las cuales comparten regiones conservadas con otras bacteriocinas producidas

Br bacterias Gram positivas (Fig. 11).

Figura 12. Comparacién de secuencias de aminoacidos de bacteriocinas parecidas a pediocinas.
A: secuencias de aminoacidos de enterocina A. Los residuos en negritas fueron obtenidos tanto
por el analisis de secuencia de ADN como aminoacidos, los demas fueron obtenidos de la
secuencia de ADN. B: Alineamiento con otras bacteriocinas parecidas a pediocinas (Drider et al.,
2006)

Mesentericin Y105
Leucocin A
Leucocin C

Mundticin IGIIGNNSAANLATGGAAL
Mundticin KS CGIIGNNSAANLATGG
Sakacin P ICNNAAANWATGWNAGG

Curvacin A
Piscicolin 126
carnobacteriocin BM1
Carnobacteriocin B2
Bavaricin MN
Bacteriocin 31
Enterocin P
Bifidocin B

Sakacin G

Pediocin PA-1
Coagulin

Enterocin A
Divercin V41
Plantaricin 423
Plantaricin C19
Listeriocin 743A
Sakacin 5X
Lactococcin MMFII
Bifidocin B

Consensus

IIGGMISGWASGI
IGNNAAANLITG
ITGIVIGGWAS

TAGINSF

C2VDRGKAT
CSVDWGKATTCIIN

HE K

CHEKXCWVDWGSAT
CSVDWSKAT
i g

Los cebadores utilizados para este ensayo se encuentran reportados en la Tabla 8.

Tabla 8. Cebadores para identificar bactericionas de E. faecalis

Tamafio de
PCR Cebadores producto de | Referencia
PCR
. entA (D) 5 -AAATATTATGGAAATGGAGTGTAAT-3’ Alvarez-
Enterocina Cisneros
A entA (R) 5"-GCACTTCCCTGGAATTGCTC-3 141 pb 2011 '
£ . as-48-1 (D) 5-AATAAACTACATGGGT-3' Martin-
nterocina Platero
AS-48 as-48-5(R) 5'-CCAAGCAATAACTGCTCTTT-3' 377 pb 2009 '
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Las condiciones de la reaccion fueron:

Enterocina A: desnaturalizacién inicial a 94 °C durante 2 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, alineamiento o hibridacion 52 °C por 1 min y
polimerizacién o extensién a 72 °C durante 45 s; en todos los casos se realizO una

extension final a 72 °C durante 7 min (Alvarez-Cisneros, 2011).

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen final de 25 pyL usando buffer Tag+
MgCl, (1X), dNTP’s (10mM), cebadores entA D y entA R (0.2mM), 100 ng de ADN de
cada muestra 'y 1U de Taq polimerasa (Roche).

AS-48: desnaturalizacion inicial a 94 °C durante 2 min, seguida de 30 ciclos de
desnaturalizacion a 94 °C durante 30 s, alineamiento o hibridacién 45 °C por 1 min y
polimerizacion o extension a 72 °C durante 45 s; en todos los casos se realizé una

extension final a 72 °C durante 7 min (Martin-Platero, 2009).

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen final de usando buffer Tag+ MgCl,
(1X), dNTP’s (10mM), cebadores as-48-1 y as-48-5 (0.2mM), 100 ng de ADN de cada

muestra y 1U de Taq polimerasa (Roche).

Después de la amplificacién, los productos de PCR se examinaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% (p/v), tincién con bromuro de etidio 10%. Los geles

fueron examinados en un trasiluminador (Hoefer UVTM).

6.6.1 Pruebas para determinar la actividad de las enterocinas

6.6.1 a) Identificacion de la produccion de la(s) enterocina(s) a través de la técnica
SDS-PAGE

Con el fin de detectar la expresion de los genes que codifican para las enterocinas se
llevd a cabo una electroforesis en geles de SDS-Tris-Tricina al 10% siguiendo la
metodologia descrita por Bazan-Gomez en 2007 (Mini Protean 3 System, Electrophoresis
Module, Bio-Rad Laboratories). Se emplean este tipo de geles ya que se sabe
proporcionan una mejor resolucion en la separacion de proteinas con peso molecular
entre 1 a 100 kDa (Schagger y Von Jagow, 1987). La obtencién de las enterocinas se
llevé a cabo mediante la técnica de adsorcidon-desorcion dependiente del pH (Yang et al.,
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1992), con algunas modificaciones en las condiciones (Alvarez-Cisneros, 2011). Los
cultivos (100 mL de fermentacién) de 16 h (fase log tardia) de las cepas aisladas y
poblaciones que dieron positivo en la deteccidon de los genes de enterocinas fueron
sometidos a un calentamiento a 70 °C durante 30 min, para la inactivacion de las
proteasas (Katla et al., 2003) que pudieran estar presentes. Posteriormente, se ajusté el
pH a 5 (NaOH 50 %) y se agité a 150 rpm durante 4 h a 4 °C para permitir la adsorcion
del compuesto antimicrobiano a la membrana celular bacteriana. Después, los cultivos se
centrifugaron a 10,015 x g (Biofuge Primo R, Haereus) durante 20 min a 4 °C y se
recupero el precipitado celular, se lavo dos veces con buffer de fosfatos (5 mM fosfato de
sodio, pH 6.5). Finalmente, las células se resuspendieron (5 % del volumen original) en
una solucién 100 mM de NacCl, pH 2 (ajustada con &cido fosférico al 5%); este valor de
pH favorecio la desorcion y liberacién de la enterocina desde la membrana celular de las
bacterias hacia el medio, ademas el NaCl en concentracién 100 mM durante la extraccion
previene la aglutinaciéon de las bacteriocinas y que éstas no sean removidas con las
células durante la centrifugacion (Yang et al., 1992). La preparacion de células se agité a
150 rpm a 4 °C durante 14 h. Posteriormente se sometieron a centrifugacién a 10,015 x g
durante 20 minutos a 4 °C para descartar las células y obtener el sobrenadante con la
bacteriocina. Los sobrenadantes se dializaron contra agua destilada empleando
membranas de celulosa con un tamafio de poro de 1 kDa (Spectra Por7) y se liofilizo. Los
liofilizados se resuspendieron en 30 uL buffer de carga del gel (Tris-HCI 3M/SDS 0.3 %
buffer, pH 8.45) y se utilizaron marcadores de peso molecular de polipéptido (SDS-PAGE
Standards, Bio-Rad Laboratories). Las condiciones de la electroforesis fueron 80 V
durante 5 h a temperatura de refrigeracion (4°C).

Las proteinas se tifieron con nitrato de plata debido a la baja concentracion de proteina
con la que se contaba. Las imagenes se obtuvieron mediante el uso de un documentador
de geles (GelDoc, Bio-Rad) y se calcularon los pesos moleculares aproximados de las

proteinas.
6.6.1 b) Identificacion de actividad antibacteriana de la(s) enterocina(s)

Para identificar la(s) banda(s) con actividad antibacteriana se utilizaron geles de SDS-
Tris-Tricina al 10% con células embebidas con Listeria innocua (Coleccién de cepas del
Lab 312, Fac. Quimica, UNAM) con una D.O. de 8 y M. lysoidekticus al 0.2% v/v. De
acuerdo al protocolo del Anexo 8.1. Las condiciones de electroforesis y tratamiento del

gel son las mismas que las descritas en el punto 6.5.1 b).

6.6.1 c) Ensayo de difusién en agar contra L. innocua
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Para determinar el efecto antibacteriano de la(s) enterocina(s) se realizaron pruebas de
difusion en agar con los sobrenadantes del cultivo, por duplicado. Cultivos de 16 h (fase
log tardia) de fermentacion se sometieron a un calentamiento a 70 °C por 30 min con el
fin de inactivar proteasas y se centrifugaron a 10,015 x g por 15 min. El resto de la
metodologia se describié en el punto 6.5.1 c) y el microorganismo indicador fue L.
innocua.

7. Resultados y discusion

7.1 Caracterizacion bioquimica parcial de las poblaciones de enterococos y cepas

aisladas

De cada queso Cotija Regidn de Origen (Tabla 3) aislaron enterococos con el uso de los
medios selectivos EVA y KAA, aunado al uso de la técnica de tincién de Gram y prueba
de la catalasa. Lo cual permitié hacer una identificacion parcial de dicho género.

El crecimiento en medio EVA fue abundante y positivo dado el cambio de coloracién, de
amarillo-beige a morado, después de 48 h de incubacién (Fig. 13). Se inocularon
controles negativos, algunos de ellos cocos Gram-positivos y una bacteria acido lactica
aislada anteriormente del queso Cotija, ademas de E. coli, para asegurar que la
microbiota con la que se le relaciona (microorganismo de origen fecal) no pudiera crecer
en este medio.

Figura 13. Prueba de selectividad del medio EVA. A: Medio EVA sin inocular; B: Medio EVA con
inoculo de E.coli DH5a; C: Medio EVA con inéculo de L. casei; D: Medio Eva con inéculo de P.
acidilactici; E: Medio EVA con Enterococcus faecalis. A, B, C y D no crecen en medio EVA
mientras que E muestra un crecimiento caracteristico del género enterococos

Previamente se menciond que los enterococos son bacterias no esporuladas, no maoviles,
no formadoras de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativas; asi mismo, son
resistentes a la kanamicina, la cual es una resistencia intrinseca y se encuentra
codificada en cromosoma. Con estos datos se decidi6 caracterizar el crecimiento

41



obtenido en medio EVA con respecto a su resistencia intrinseca a la kanamicina y la
ausencia de la enzima catalasa.

Los cultivos en medio EVA, pertenecientes a las 12 muestras de queso Cotija
(homogeneizado), se inocularon por agotamiento en medio sélido KAA. Las colonias
obtenidas dicho medio lograron hidrolizar la escualina y ademés se observaron con areas
negras alrededor de las mismas, debido a la formacion de compuestos fendlicos de hierro
derivados de los productos de hidrélisis de escualina y Fe**, con lo cual se puede de
comprobar la presencia de enterococos.

De cada caja de medio KAA, correspondiente a una muestra de queso, se tomaron 20
colonias. Las cuales se inocularon en medio MRS vy se realizaron pruebas bioquimicas
para confirmar su identidad como enterococos (catalasa negativo, crecimiento a 37 y 45
°C, y 6.5% NaCl (Martin-Platero et al., 2009) (Tabla 9). A partir de este punto se hablara
de poblaciones de enterococos para todos los experimentos que se realizaron, tal y como
se describié en la metodologia (Fig. 9).

Después de un crecimiento de 8 h en medio MRS, donde presentaban una D.O.
aproximada de 1.5, se realiz6 tincion de Gram vy prueba de catalasa como parte de la
caracterizacion. Se corrobor6 una morfologia uniforme y la ausencia de la enzima
catalasa. Esta enzima tiene la funcién de convertir el peréxido de hidrégeno en oxigeno y
agua (Tabla 10).

Tabla 9. Resultados de capacidad de crecimiento en diferentes condiciones

Poblacién de 37°C 45°C 6.5 %NacCl
enterocos
1 + + +
2 + + +
3 + + +
4 + + +
5 + + +
6 + + +
7 + + +
8 + + +
9 + + +
10 + + +
11 + + +
12 + + +

*Este ensayo se realizé por duplicado
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Tabla 10. Caracterizacién parcial de las poblaciones de enterococos a partir de los cultivo a 37 °C

Poblacion de Tincion de Gram Prueba de catalasa

enterococos
Queso 1 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 2 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 3 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 4 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 5 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 6 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 7 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 8 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 9 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 10 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 11 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo
Queso 12 Cocos en pares y cadenas cortas Gram positivos Negativo

*Este ensayo se realiz6 por duplicado

Todas las poblaciones mostraron un crecimiento caracteristico de enterococos al
presentar crecimiento en las diferentes condiciones a las que se sometieron y todas se
presentan un mismo comportamiento (Tabla 9).

También se evaluo la resistencia al antibidtico vancomicina en diferentes concentraciones
ya que es una prueba muy usada en la descripcidbn del género. La resistencia a
antibiéticos no se considera factor de virulencia, sin embargo nos habla de la capacidad
de los microorganismos para sobrevivir 0 persistir en una infeccién. Por lo anterior, se
aislaron las poblaciones de enterococos, asi como las cepas aisladas, por agotamiento
en medio MRS adicionado con vancomicina usando la concentracion minima inhibitoria
(MIC) recomendada por el Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) que es
de 256 pg/mL de medio y una segunda concentracion previamente reportada en el grupo
de trabajo para caracterizar enterococos (20 pg/mL) (Bravo-Mendoza A., 2008). Los
resultados mostraron que ninguna de las poblaciones y cepas aisladas tienen la
capacidad de crecer en presencia de las concentraciones evaluadas del antibi6tico
vancomicina, sin embargo, se tendria que evaluar concentraciones por debajo de los 20
pg/mL para confirmar que no son resistentes.

7.2 Deteccion de los genes que codifican para factores de virulencia

La extraccion de ADN se llevé a cabo con el Kit FAST ID para las 12 poblaciones de
enterococos y las 7 cepas de enterococos aisladas y caracterizadas anteriormente en el
grupo de trabajo.

Se comenzo el analisis de las 12 poblaciones de enterococos y de las cepas previamente
aisladas, con la busqueda de los genes cylA, esp y asa a traves de PCR-mdltiplex. Los
tamafios de los amplicones esperados eran de 618 pb, 510 pb y 373 pb respectivamente.
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Se decidié identificar el gen cylA que codifica para la proteasa CylA, de todo el operdn de
citolisinas, debido a que la modificacion que otorga a las enzimas CylL,”" y CylLs"" es la
gque determina que tengan actividad de citolisina/bacteriocina. Asi como los genes esp
(proteina de superficie enterococcica) y asa (sustancia de agregacion), ya que son los
implicados en el modelo de sinergismo descrito por Gilmore M. en 2002.

La deteccidn de genes de citolisinas, sustancias de agregacion y gelatinasas, entre otros,
son muy conocidos por tener un estado de silenciamiento (el gen pude estar presente
pero para ser activado se necesita de un sistema de regulacién para expresarse), lo que
hace mas importante su estudio genotipico que una seleccion fenotipica, debido a que
estos genes podrian mantenerse indetectables bajo las condiciones de laboratorio, pero
ser expresados in vivo y con ello el potencial de patogenicidad de estas cepas puede ser
pasado por alto (Martin-Platero et al., 2009).

A pesar de que en este estudio no se diferencia entre las posibles especies de
enterococos presentes en las poblaciones, podemos suponer que habra mas de una,
teniendo como predominantes a E. faecalis y E. faecium, ya que son las especies
anteriormente identificadas frecuentemente en varios estudios del grupo de trabajo
(Bravo, 2008).

Nuestros resultados muestran que s6lo 7 de las 12 poblaciones de enterococos
analizadas tienen el gen asa (1, 2, 3, 5, 7, 11 y 12), mientras que, sélo las poblaciones 2
y 12 presentan el gen esp. En el caso de las cepas aisladas, dos cepas de Enteroccocus
faecalis (A e ) y una de Enterococcus faecium (B) exhiben el gen para asa, ademas de
que la cepa de Enterococcus faecium (B) también contiene el gen para la proteina de
superficie (Fig. 13). El gen restante, citolisina A (CylA), no se detecto (Tabla 11).

Como podemos observar, la intensidad de las bandas muchas veces es muy débil a
pesar de que cada reaccion contenia 100 ng de ADN/ 25 pL de mezcla de reaccién. Con
lo anterior podemos inferir que al tratarse de poblaciones de enterococos, donde hay mas
de una cepa, la sefial detectada puede deberse a una cepa que no es predominante y por
lo tanto la amplificacion no es suficiente para ser detectada en los geles de agarosa.

En este experimento se incluyd una cepa probiética de E. faecium cepa Cernelle 68
(NEOFLOR, pediatrico) la cual dio negativo para todos los genes analizados (no se
muestran resultados).
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Figura 14. PCR-Multiplex para detectar genes de agregacion, proteina de superficie y citolisina. M:
Marcador Mass Ruler Low Range; 1-12 poblaciones de enterococos obtenidas de los quesos
Cotija. A: E. faecalis; B: E. faecium; C: E. faecium; D: E. faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium e I
E. faecalis b: blanco de la reaccién

La cepa E. faecalis NCIMB-700585 se utiliz6 como control positivo para los genes que
codifican para factores de virulencia, ya que se ha reportado presenta los genes asa,
cylIMBA, gelE, cpd, ace y esp entre otros (Alvaréz- Cisneros, 2011) (Fig. 15). Sin
embargo, no se logré detectar el gen que codifica para el gen cylA, con los cebadores de
la técnica de MPCR, por lo que se decidio utilizar los cebadores reportados en dicho
trabajo (Tabla 12), con lo que se podria inferir que los cebadores no eran especificos para
el gen o bien que alineaban en una region donde las secuencias de las diferentes
especies tenia muchas variaciénes. Debido a que el amplicon esperado era de 517 pb, un
tamafio muy parecido al esperado para el gen esp (510 pb), no se realiz6 MPCR. Una
vez detectado el gen cylA en el control positivo (Fig. 15) se evalud su presencia en cada
una de las poblaciones de enterococos y cepas aisladas por PCR uniplex, el resultado
fue negativo para todas. En un futuro se podrian sencuenciar cada una de las bandas
obtenidas con el fin de asegurar con mayor fiabilidad que se trata de los genes que
estamos tratando de identificar.
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Figura 15. PCR-uniplex. Control positivo E. faecalis NCIMB-700585. M: marcardor Gene Ruler 50
bp DNA ladder .asa: gen asa con un tamafio de 375 pb. esp: gen esp con un tamafio de 510 pb.
M2: marcador Gene Ruler 50 bp DNA ladder. cylA: gen cylA con un tamafio de 517 pb

Tabla 11. Resultados de PCR-Multiplex para deteccién de los factores de virulencia
Sustancia de agregacion Proteina de superficie Citolisina A (618 pb)
(375 pb) (510 pb)
Poblacion Q1 + -
Poblaciéon Q2
Poblaciéon Q3
Poblacion Q4
Poblacion Q5
Poblacion Q6 - - -
Poblacién Q7 + - -
Poblaciéon Q8 - - -
Poblacion Q9 - - -
Poblacion Q10 -
Poblaciéon Q11 + -
Poblaciéon Q12 + + -
+ +
+

+
+

+ |
!
!

E. faecalis A
E. faecium B
E.faecium C - - -
E. faecalis D - - -
E. faecium E - - -
E. faecium G - - -
E. faecalis | + - B
E. faecium NEOFLOR - - _

Tabla 12. Cebadores utilizados para la deteccion del gen cylA

Gen Cebador Tm Tamafio del amplicén
cylA F (Sigma) 5"-TGG ATG ATA GTG ATA GGA AGT-
3 54°C 517 pb
cylAR (Sigma) | 5-TCT ACA GTA AAT CTT TCG TCA-3’

Franz y colaboradores en el 2001 hicieron un andlisis de incidencia de factores de
virulencia en 95 cepas de enterococos aisladas de diversos productos alimenticios, donde
reportan que la actividad hemolitica parece estar ligada con la produccién de sustancias
de agregacién (presencia del gen asa) en cepas E. faecalis positivas para el gen hly
(actividad hialorunidasa). Asi bien, la produccién de hemolisinas y sustancias de
agregacion es conocida por estar ligada a la presencia del plasmido de respuesta a
feromonas (85 % de cepas hemoliticas). Dentro de sus resultados, sélo una de las cepas
de E. faecium es productora de la proteina de superficie Esp, mientras que 17 cepas de
E. faecalis (36.2 %) son positivas para dicho gen. En contraste, dentro de nuestros
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resultados, ninguna cepa de E. faecalis resulté positiva para el gen esp, mientras que
una cepa de E. faecium (cepa B) si lo es. Aunque dos de las poblaciones resultaron
positivas, no se puede atribuir a una especie en particular, ya que no se identificaron.
Ademas de su papel importante en adhesion, la proteina de superficie Esp también esta
relacionada con la evasiébn de la respuesta inmune, por lo que algunos autores
consideran indeseable el uso de enterococos, que poseen dicha proteina, como cultivos
iniciadores (Eaton y Gasson, 2001).

La sustancia de agregacién es considerada un factor de virulencia importante ya que uno
de cada tres aislados clinicos de E. faecalis es portador del plasmido de respuesta a
feromonas (sistema de transferencia de ADN por conjugacion en Gram-positvos), lo que
lo hace altamente conjugable y por tanto transmisible a cepas receptoras. En nuestro
estudio, la presencia de sustancia de agregacion es comun dentro de las poblaciones de
enterococos. Dos cepas de E. faecalis y una de E. faecium presetan dicho gen, esto
altimo no concuerda con lo reportado por Franz y colaboradores en el 2001 ya que
ninguna de las cepas de E. faecium que analizaron presentan el gen asa, lo cual para
ellos no es sorprendente, ya que esto se justifica con el hecho de que el plasmido de
respuesta a feromonas (relacionado con la expresién de asa) generalmente se asocia a
E. faecalis. Por su parte Eaton y Gasson en el 2001 demostraron que el 67% de las
cepas de E. faecalis aisladas de alimentos producen la sustancia de agregacion
relacionada al gen asa (Franz et al., 2001).

Los enterococos de origen alimentario no se han relacionado, hasta ahora, como causa
directa de infecciones clinicas (Adams, 1999), aunque es cierto que se han encontrado
genes que codifican para factores de virulencia en cepas aisladas de alimentos (Eaton y
Gasson, 2001; Franz et al.,, 2001; Semedo et al., 2003; Ben Belgacem et al., 2010). La
frecuencia de dichos hallazgos es, de todas formas, menor que en el caso de las cepas
de origen clinico, sugiriendo que las cepas iniciadoras de cultivo y aisladas de alimentos
tienen menor potencial de patogenicidad.

7.2.1 Pruebas presuntivas para expresion de genes de virulencia
7.2.1 a) Actividad hemolitica

Se realiz6 la prueba de hemolisis en agar sangre al 4 % usando como control positivo a
Streptococcus pyogenes. En ninguna de las poblaciones y tampoco para las cepas
aisladas se presenté actividad hemolitica (Fig. 16). En este ensayo se evaluo la probable
actividad hemolitica de la cepa E. faecalis NCIMB-700585, dado que es positivo para el
gen cylA, sin embargo no se detectd actividad con lo que se puede inferir que

47



probablemente no se encuentre el operén completo de sintesis de las citolisinas y que las
proteinas con actividad hemolitica no se estén produciendo (CylIL y CylS).

En la busqueda de un control positivo, se ensayaron varias cepas de Enterococcus
faecalis, Enterococcus faecium y E. casseliflavus de aislados clinicos proporcionadas por
el laboratorio del Programa de Inmunologia Molecular Microbiana de la Facultad de
Medicina, no obstante ninguna de ellas presenté un fenotipo positivo para actividad
hemolitica.

L
i\ /.
Figura 16. Ejemplo de prueba de hemodlisis en agar sangre. A: Control positivo a Streptococcus
pyogenes.P1, 2 y 3: poblaciones de los quesos 1,2y 3

El género enterococos se caracteriza por presentar actividad y- o a-hemolitica, es decir,
ausencia de dicha actividad o en muy pocos casos parcial. Los pocos reportes gue se
tienen pertenecen a la especie de E. faecalis (Gilmore, 2002).

Franz y colaboradores en el 2001 reportaron que dentro de las especies E. faecium y E.
faecalis (aisladas de alimentos), algunas presentan actividad de B-hemdlisis, siendo E.
faecalis la de mayor incidencia en este rasgo, con un 21.3 %, mientras que soélo el 8.3 %
de E. faecium fue positivo. Otros reportes presentan valores mas elevados para la
incidencia de dicha actividad, teniendo un 44 % para E. faecalis, también aislado de
alimentos (Eaton y Gasson, 2001). En contraste, Eaton y Gasson reportan que las cepas
de E. faecium no presentan actividad de citolisina (hemdlisis). Interesantemente, en
nuestros resultados, ninguna de las poblaciones y cepas aisladas muestra dicha
actividad.

En otro estudio realizado a partir de cepas de E. faecalis y E. faecium aisladas de
alimentos artesanales turcos, se observo que aunque algunas de las cepas presentaban
los genes cylA, cylM y CyIB, ninguna mostré actividad B-hemolitica en placas de agar con

sangre de carnero (Ozmen et al., 2010).
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Como se menciond anteriormente, la actividad hemolitica tiene un papel importante en la
virulencia del género enterococos, ya que podria incrementar la severidad de una

infeccion (Franz et al., 2001).

7.2.1 b) Formacion de biopeliculas

Los microorganismos tienden a formar comunidades a través de biopeliculas como una
de las méas importantes estrategias de supervivencia a diferentes ambientes. Las
biopeliculas consisten de células y un amplio rango de sustancias poliméricas
extracelulares generadas por los microorganismos (polisacaridos, proteinas
extracelulares y acidos nucleicos libres). La formacion de biopeliculas es un proceso
dinamico, el cual esta coordinado por la interaccion entre las células microbianas
presentes en el consorcio (Yang et al., 2011).La capacidad de formacién de biopeliculas
es una propiedad comun de cepas de E. faecalis aislados de diferentes fuentes (Cebrian
R. etal., 2012).

Basados en nuestros resultados, podemos ver que aunque soOlo dos poblaciones de
enterococos y una cepa aislada presentan el gen esp, casi todas las muestras analizadas
tienen la capacidad de formar biopeliculas en una superficie abiética (Fig. 17). Con lo que
se podria inferir que varias adhesinas de enterocos pueden estar involucradas con la
formacion de biopeliculas, no solo proteina de superficie Esp. Sin embargo, sélo 4 de las
poblaciones (1, 3, 11 y 12), asi como las cepas A y E (Tabla 13) tienen la habilidad de
formar biopeliculas bien estructuradas definidas por una DOg020.22.

Esta capacidad puede ser controversial. La presencia del género enterococos en el tracto
gastrointestinal capaz de sintetizar la proteina de superficie enterococica puede ser
considerado positivo, ya que, al cubrir los receptores epiteliales, las biopeliculas pueden
prevenir la colonizacibn de otros microorganismos patégenos. No obstante, esta
caracteristica ha sido fuertemente correlacionada con la promocién de la unién primaria y
la formacién de biopeliculas sobre superficies abidticas.
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Tabla 13. Deteccion de formacion de biopeliculas por Enterococcus spp. en placas de poliestireno
medida por absorbancia a 620nm

Muestra Abs 620 nm | Muestra | Abs 620 nm
Poblacién 1 0.251 Cepa A 0.277
Poblacién 2 0.083 CepaB 0.045
Poblacién 3 0.245 CepaC 0.144
Poblacién 4 0.097 Cepa D 0.123
Poblacién 5 0.073 CepaE 0.458
Poblacién 6 0.122 Cepa G 0.039
Poblacién 7 0.097 Cepall 0.093
Poblacién 8 0.035
Poblacién 9 0.010

Poblacion 10 0.003
Poblacion 11 0.225
Poblacion 12 0.673

Una D.0.>0.22 se considera una biopelicula bien estructurada. Como control positivo se uso una
cepa de E.faecalis NCIMB-700585 (no se muestran los datos).Este ensayo se realizé por
duplicado.

Figura 17. Placa de polipropileno donde se observa la formacion de biopeliculas en el fondo de
cada pozo. Tincién con violeta de etilo

7.2.1 c) Ensayo de adherencia a dos lineas celulares

Se comprobd la capacidad de adherencia de las 7 poblaciones de enterococos que
dieron positivas para la presencia de sustancias de agregacion, asi como para las 3
cepas aisladas, a través de ensayos de adherencia en células epitelial derivadas de
adenocarcinoma colorectal (Caco-2) y de adenocarcinoma de colon humano grado Il
(HT-29) (Tablas 14 y 15).
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7.2.1 c) Ensayo de adherencia en linea celular Caco-2

En la figura 18 A se muestra el control de células Caco-2, la cuales se encuentran
enteras, y formando una monocapa uniforme (confluencia del 100%). E. coli 2348/69
con un patrén de adherencia localizada, se utiliz6 como control positivo. En la figura 18 B
podemos observar bacilos delgados dispersos sobre la monocapa, en algunas ocasiones
se puede observar dano a las células epiteliales por la formacién de “vacuolas” dentro de
las mismas.

Debido a que no se han descrito patrones de adherencia para el género enterococos, los
resultados seran reportados en comparacion con los presentados por E. coli (adherencia
difusa, agregativa y localizada) (Tabla 14). En el caso de las poblaciones de enterococos
se pueden observar diversos patrones de adherencia, esto podria deberse a la presencia
de mas de una cepa, sin embargo, en cepas aisladas se tiene este mismo fenémeno.

Para definir si una cepa es adherente o no, se utilizé el siguiente criterio: se contaban 10
células y si en mas del 50% de ellas habia un nimero mayor a 10 de células bacterianas
se consideraba adherencia positiva (Eslava-Campos, comunicacion oral).

Tabla 14. Descripcién de los ensayos de adherencia en linea celular Caco-2

Muestra Descripcién Tipo de adherencia

Control de células CaCo-2 | Células enteras. La monocapa esta
intacta (confluente), es decir, se ven
huecos entre las células y la mayoria se
encuentran formando agregados. La
forma de la células es eliptica, grandes y
algunas de forma circular

BAL 25245 Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la
cortas, distribuidas de forma mas | difusa de E. coli
aleatoria y alrededor de toda la célula y
no en un solo punto. Las células no
presentan dafo aparente, estan
completas y ligeramente mas pequenas.

E. coli 2348/69 Bacilos delgados y cortos que forman | Adherencia localizada
grupos de bacterias en  puntos
especificos.
Poblacion de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similiar a la
1 cortas, dispersas a lo largo de la | difusa, agregativa vy

monocapa, aunque en algunas ocasiones | localizada de E. coli
se muestran agregados en puntos
especificos y otras formando estructuras
parecidas a “paredes de tabiques”
rodeando las células, muchas adheridas a
la lenteja de plastico (glucocalix,
proteinas de membrana,
exopolisacaridos, cépsula). Las células
estan intactas. Se notan restos celulares,
aunque las células no se visualizan
dafadas.
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Poblacion de enterococos | Pocas bacterias, cocos en pares y | Adherencia similiar a la

2 aisladas, presentando una adherencia | difusa, agregativa vy
muy pobre sobre las células. localizada de E. coli

Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la

3 cortas y algunas largas, dispersos por | difusa y localizada de
toda la monocapa. En algunas ocasiones | E. coli
se encuentra en sitios especificos
formando agregados.

Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la

5 cortas, rodeando las células y en la | difusa y agregativa de
mayoria de los casos de forma dispersa | E. coli
sobre toda la monocapa. La presencia de
bacterias es muy variable segun el campo
que se observe.

Poblacién de enterococos | Pocas bacterias, en su mayoria cocos en | Adherencia similar a la

7 cadenas, dispersas por toda la | difusade E. coli
monocapa. No se observa dafio en la
célula, sélo ligera reduccién en el tamafio.

Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la

12 cortas, presentando dos patrones de | difusa y localizada de
adherencia parecidos a los de E. coli, Se | E. coli
ven bacterias dispersas por toda la
monocapa y en algunas ocasiones en
sitios especificos formando agregados.

Cepa A Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la
cortas, presentando dos patrones de | difusa y localizada de
adherencia parecidos a los de E. coli, Se | E. coli
ven bacterias dispersas por toda la
monocapa y en algunas ocasiones en
sitios especificos formando agregados.

Las células se ven mas pequeiias en
comparacion con las demas
preparaciones.

Cepa B Bacterias, cocos en pares y cadenas en | Adherencia similar a la
su mayoria largas, formando agregados | difusa y localizada de
en puntos especificos, en algunas | E. coli
ocasiones se notas a lo largo de toda la
monocapa.

Cepall Bacterias, cocos en pares y cadenas | En su mayoria

cortas, presentando dos patrones de
adherencia parecidos a los de E. coli, Se
ven bacterias dispersas por toda la
monocapa, principalmente en citoplasma,
y en algunas ocasiones en sitios
especificos formando agregados. Las
células se ven mas pequefias en
comparacion con las demas
preparaciones. En algunas ocasiones se
encuentran entre los espacios
extracelulares lo que podria indicar
interaciones de tipo hidrofébicas con la
lenteja donde se encuentran adheridas
las células CaCo-2.

adherencia similar a la
difusa y algunas con
adherencia similar a
localizada de E. coli
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Figura 18. Ensayo de adherencia de linea celular Caco-2. A: control de células; B: Control positivo
E. coli 234869 (adherencia localizada); C: Poblacién de enterococos 5 con diversos patrones de

adherencia: agregativa y difusa. Este ensayo se realiz6 por duplicado
7.2.1d) Ensayo de adherencia en linea celular HT-29

En esta linea celular también se observd la capacidad de adherencia para las 7
poblaciones y las 3 cepas aisladas que tienen el gen asa.

En la figura 19 A se muestra el control de células HT-29, la cuales se encuentran enteras,
y formando una monocapa casi uniforme (confluencia del 85%). E. coli 49766-042 con
un patron de adherencia agregativa, se utiliz6 como control positivo. En la figura 19B
podemos observar bacilos delgados alrededor de las células, en forma de tabiques. En la
Tabla 15 se describen los resultados de los ensayos de adherencia, al observar al
microscopio.
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Tabla 15. Descripcion de los ensayos de adherencia en linea celular HT-29

Muestra

Descripcién

Tipo de adherencia

Control de células HT-29

Células enteras. La monocapa no
confluente. La forma de las células es
elipticas y algunas de forma circular.

BAL 25245 Bacterias, cocos en pares y cadenas, | Adherencia similar a la
entre los espacios. extracelular y algunas | difusa
adheridas a las células de E. coli
E. coli 4976 6042 Bacterias, bacilos delgados, alrededor de | Adherencia agregativa
las células formando capas en forma de
ladrillos/tabiques.
Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a
1 largas y cortas, adheridas a la célula en | difusa/ agregativa de E.
un patréon similar al observado en el | coli
control de E. coli (tabiques), al mismo
tiempo también se observan algunas
bacterias dispersas por toda la
monocapa.
Poblacion de enterococos | Pocas bacterias, cocos en pares Yy | Adherencia similar a la
2 cadenas cortas, adheridas alrededor y en | difusa de E. coli
el centro de las células.
Poblacién de enterococos | Muchas bacterias, cocos en pares y | Adherencia similar a la
3 cadenas, dispersas a los largo de toda la | difusa, agregativa vy
monocapa, alrededor de la célula y en | localizada de E. coli
algunos caso situadas en forma de
agregados en lugares especificos.
Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la
5 cortas, formando agregados situados en | agregativa y localizada
el centro de las células y en otras | de E. coli
ocasiones en el contorno de la misma.
Las células, en algunos campos, se
encuentran apelmazadas.
Poblacién de enterococos | Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la
7 cortas, rodeando las células y en algunos | difusa, agregativa vy
casos en el centro de las mismas. Asi | localizada de E. coli
bien, se puede observar cumulos de
bacterias en sitios especificos.
Poblacién de enterococos | Muchas bacterias, cocos en pares y
11 cadenas, rodeando
Poblacion de enterococos | Células menos abundantes, adherencia | Adherencia similar a la
12 en forma de cadenas. Agregados de | difusa de E. coli
células, la monocapa de células HT-29 no
era confluente ya que presentaba un
posible desprendimiento, caracteristico de
esta linea celular. Bacterias, cocos y
pares, con un patrén similar a difusa.
Células menos tefiidas que en Caco-2.
Algunas bacterias alrededor de las
células y otras en el cristal formando
cumulos.
Cepa A Bacterias, cocos en pares y cadenas | Adherencia similar a la

cortas, rodeando las células y en algunos
casos en el centro de las mismas. Asi
bien, se puede observar cumulos de

difusa, agregativa vy
localizada de E. coli
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bacterias en sitios especificos variables

Cepa B

Bacterias, cocos en pares y cadenas
largas y cortas, adheridas a la célula en
un patrén similar al observado en el
control de E. coli (tabiques), al mismo
tiempo también se observan algunas
bacterias dispersas por toda la
monocapa.

Adherencia similar a
difusa/ agregativa de E.
coli

Cepall

Bacterias, cocos en pares y cadenas
cortas, distribuidas a los largo de toda la
preparacion, principalmente en la
periferia, algunas se encuentran en el
centro de las mismas. Al hacer el cambio
del tornillo micrométrico se visualizan
muchas mas bacterias.

Adherencia similiar a la
difusa de E. coli

Figura 19. Ensayo de adherencia de linea celular HT-29. A: control de células; B: Control positivo
E. coli 49766-042 (adherencia agregativa); C: Poblacion 1 de enterococos, Cepa |, Cepa A con

diferentes patrones de adherencia
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A pesar de que las sustancias de agregacion, factor relacionado con la adherencia al
hospedero, confieren hasta un orden de magnitud de incremento en la internalizacion en
epitelio, aproximadamente tres 6rdenes de magnitud de diferencia se observaron entre
diferentes E. faecalis hospederos independientemente de la sustancia de agregacion.
Esto indica que factores adicionales contribuyen a una mayor habilidad de E. faecalis
para resistir o activar la internalizacion a células epiteliales (Gilmore, 2002).

7.3 Deteccion del gen que codifica para peptidoglucano hidrolasa AtlA

Dentro del grupo de trabajo se ha encontrado una cepa de E. faecalis con actividad
antibacteriana contra una amplia gama de microorganismos, la cual esta conferida por la
peptidoglucano hidrolasa AtlIA (PGH) (Olvera-Garcia, 2010; Serrano, 2010). Por lo tanto,
en este estudio se pretendia dilucidar la presencia de esta enzima, con el fin de saber si
es comun su produccion por cepas de enterococos presentes en el queso Cotija. Sin
embargo, nuestros resultados muestran que sélo dos de las poblaciones analizadas
presenta el gen atlA (poblacion 1 y 2) y s6lo una de las cepas aisladas (E. faecium B)
(Fig. 20). Nuevamente observamos que las bandas son muy débiles, probablemente la
cepa que contiene dicho gen se encuentra en muy baja proporcion. Sin embargo, la cepa
B también presenta una banda muy débil, lo que estaria indicando que el gen es muy
grande y la polimerasa no podria completar de forma correcta todo el gen.

2200 pb

2200 pb

Figura 20. PCR para la deteccién de atlA (2200 pb). M: Marcador Mass Ruler High Range; 1-6
poblaciones de enterococos obtenidas de los quesos Cotija. No se muestran las poblaciones 7-12
dado que son negativas para el gen. A: E. faecalis; B: E. faecium; C: E. faecium; D: E. faecalis; E:

E. faecium; G: E. faecium e I: E. faecalis (Control positivo del experimento) b: blanco de la
reaccion. Este ensayo se realiz6 por duplicado
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7.3.1 Pruebas para evaluar la actividad de PGH
7.3.1 a) Perfil electroforético de proteinas extracelulares y zimigrafia

A pesar de que ninguna de las poblaciones presentd el gen perteneciente a la
peptidoglucano hidrolasa AtlA, se realizaron geles SDS-PAGE y zimografia para conocer
si producian alguna otra enzima con actividad litica.

Como se puede observar el patron de bandeo de las proteinas extracelulares es muy
parecido entre las diferentes muestras a excepcién de las poblaciones 1y 6. La poblacion
1 presenta bandas muy intensas a los 60-65 kDa, mientras que la poblacién 6 muestra
una banda a los 114 kDa aproximadamente (Fig. 21).

M 1 2 3 4 5 6

1441 |

97 kDa
R T T S p—
R
66kDa W 626 : R OO e
: 5578 55.70 5405 9510
52.06
. 47.11 46.61
4122 41.22 40.87

Figura 21. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10 %.Sobrenadantes precipitados con TCA.
M: marcador de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards. High Range). 1-6 poblaciones de
enterococos de las muestras de queso Cotija. Este ensayo se realiz6 por duplicado

El siguiente zimograma contra M. lysodeikticus (Fig. 22) nos permite observar la actividad
bacteriolitica de los extractos precipitados con TCA pertenecientes a las poblaciones de
enterococos 1 a la 5, con bandas de actividad a los 85.75 KDa (1) y 70 KDa (2-5)
aproximadamente. De tal modo se comprobé que si hay actividad antibacteriana y que
esta dada por la presencia de proteinas extracelulares.
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97 kDa

66 kDa

45kDa  *

Figura 22. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10 % contra el microorganismo indicador
Micrococcus lysodeikticus. Sobrenadantes precipitados con TCA. M: marcador de peso molecular
alto para proteinas (SDS-PAGE Standards, High Range). 1-6 poblaciones de enterococos de las

muestras de queso Cotija

Al observar el perfil electroforético de las proteinas extracelulares de las poblaciones 7, 8,
9, 10, 11y 12 se puede ver que también son muy similares, con bandas representativas a

los 80 kDa aproximadamente (Fig. 23). Dichas bandas también estan presentes en el
extracto de la cepa | (cepa control positivo)

M 7 8 9 10 11 12 Cepal

97 kDal ,
3 : 85.98
Bl e B g B

7703 y
66 kDa 7567 7567 7703 76.84

63.40
60.88 ' 6181
5868
56.28

45 kDa

Figura 23. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10 %.Sobrenadantes precipitados con TCA.
M: marcador de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards, High Range). 7-12 poblaciones de
enterococos de las muestras de queso Cotija; |: E. faecalis (cepa control positivo)
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En el gel de actividad litica contra M. lysodeikticus se puede ver que las poblaciones 7 a
la 10 presentan una banda de actividad litica a los 75 kDa aproximadamente, mientras
que la poblacién 11 a los 80 kDa. Por su parte, la poblacion 12 comparte una banda de
actividad litica a los 85 kDa con la cepa | y presenta otras dos a los 80 y 76 kDa (Fig. 24).
Esto Ultimo es de gran interés ya que a pesar de que la poblacién 12 presenta bandas
con un peso molecular similar a la cepa control (cepa |), probablemente se trata de
proteinas diferentes ya que mediante la PCR, dicha poblacién no fue positiva para la
presencia del gen de atlA que codifica para la PGH con actividad N-
acetilglucosaminidasa, sin embargo, no se puede asegurar por completo que la PCR sea
negativa.

45 kDa

Figura 24. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10% contra el microorganismo indicador
Micrococcus lysodeikticus. Sobrenadantes precipitados con TCA. M: marcador de peso molecular
alto (SDS-PAGE Standards,Low Range). 7-12 poblaciones de enterococos de las muestras de
gueso Cotija; I: E. faecalis (cepa control positivo)

El perfil electroforético de los extractos extracelulares de las cepas aisladas muestra un
patron bastante parecido, con bandas similares a los 84 kDa, para las cepas A, B, C,D e
I; asi como bandas a los 48, 55 y 60 kDa en todas las cepas (Fig. 25)

59
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45k

Figura 25. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10%.Sobrenadantes precipitados con TCA.
M: marcador de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards, High Range). A: E. faecalis; B: E.
faecium; C: E. faecium; D: E. faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium e I: E. faecalis (cepa control

positivo)
En el gel de actividad se pueden ver bandas de actividad litica a los 86 kDa para las
cepas E e |, sin embargo el analisis de PCR, para la cepa E no muestra el gen que
codifica para la PGH AtlA. El resto de las cepas muestra una banda de actividad a los 75
kDa. Dentro de los resultados de PCR, la cepa B fue positiva para la presencia del gen
atlA, y al igual que la reportada por Eckert et al. en 2006, se observa una banda a los 75

kDa aproximadamente (Fig. 26).

97 kDa™

Figura 26. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10% contra el microorganismo indicador
Micrococcus lysodeikticus. Sobrenadantes precipitados con TCA. M: marcador de peso molecular
alto (SDS-PAGE Standards,Low Range). A: E. faecalis; B: E. faecium; C: E. faecium; D: E.
faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium e |: E. faecalis b: blanco de la reaccién
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En la siguiente figura (27) se presentan los geles de actividad litica de las poblaciones y
cepa aislada que fueron positivas para la presencia del gen de la PGH. Como podemos
observar la poblacién 1 tiene una banda de 85.7 kDa con actividad litica, con un peso
muy parecido a la producida por la cepa control. Asi bien, para el caso de la cepa By la
poblacién 2 la banda de actividad litica tiene un peso de 70-75 kDa, que igualmente
podria concordar con la segunda banda presente en el carril de la cepa control (Fig. 26).
Lo anterior estaria indicando que la proteina producida tiene algun tipo de modificacién
post-traduccional, como son las glicosilaciones, que si bien no son comunes en bacterias,
si se han reportado. Por ejemplo, se ha reportado que E. faecium presenta dos hidrolasa
autoliticas (PGH): una 1l-muramidasa, la cual es una 1,4-N-acetiimuramidasa con una
forma activa de 87 kDa y una 2-muramidasa, la cual tiene dos formas activas a 125y 75
kDa. Estas dos autolisinas difieren en especificidad por sustrato, masa molecular y
mecanismos de hidrdlisis (Béliveau et al., 1991)

M 1 2 B

97 kDa

66 kDa

Figura 27. Imagen comparativa. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-Glicina al 10% contra el
microorganismo indicador Micrococcus lysodeikticus. Sobrenadantes precipitados con TCA. M:
marcador de peso molecular alto (SDS-PAGE Standards,Low Range).1:Poblacion 1; 2;: Poblacién
2; B: E. faecium; I: E. faecalis (cepa control). Figura comparativa de las poblaciones y cepa aislada
positivas para el gen de PGH con la cepa control

Tabla 16. Resumen de los datos obtenidos para expresion de enzimas con actividad litica

Muestra Bandas (kDa) Muestra Bandas (kDa)
Poblacion 1 85.7 Cepa A 84.9
Poblacion 2 70 Cepa B 75
Poblacion 3 70 CepaC 75
Poblacion 4 70 Cepa D 75
Poblacion 5 70 Cepa E 67 y 86
Poblacion 6 - Cepa G 76
Poblacion 7 75.8 Cepa control | 67y 86
Poblacion 8 75.8
Poblacién 9 77
Poblacién 10 77
Poblacién 11 81
Poblacion 12 | 78,81y 84.9
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Son pocos los compuestos antibacterianos producidos por enterococos que presentan un
peso molecular tan alto. En la mayoria de los casos estos son bacteriocinas, los cuales
son péptidos de maximo 5 kDa. Entre los pocos reportes se encuentra una PGH (con 3
dominios: catalitico, de union a sustrato y secuencias repetidas) producida por E. faecalis
que muestra un dominio central llamado AtlA el cual fue activo contra M. lysodeikticus.
Eckert et al. (2006) muestran zimogramas de los extractos de E. faecalis donde
observaron dos bandas de proteinas cataliticamente activas de 62 y 72 kDa. En ese
trabajo se hace referencia al hecho de que el peptidoglucano de M. lysodeikticus es muy
susceptible a AtlA debido a una cantidad inusualmente grande de residuos no sustituidos
de MurNac (Mureina y N-acetilglucosamina) que conducen a una molécula de bajo
entrecruzamiento, por lo tanto esta pared es mas rapidamente solubilizada por la enzima.
Cabe mencionar que la peptidoglucano hidrolasa que se trataba de identificar en esta
investigacion, es la misma que la reportada en el trabajo mencionado anteriormente (72
kDa), con la diferencia de que probablemente el dominio de secuencias repetidas es mas
grande (Serrano, 2010).

7.3.1 b) Prueba de difusién en agar para evaluar actividad antibacteriana

A través de esta técnica se observé la actividad bacteriostatica contra microorganismos
indicadores como son E. coli y S. aureus utilizando los extractos crudos extracelulares
(neutralizados, filtrados y concentrados por liofilizacién). Dado que los halos no son de
inhibicién de crecimiento sino que solo se observa una disminucion en el crecimiento de
las bacterias blanco no se calcul6 actividad especifica. Los datos mostrados son de forma
cualitativa, tomando como referencia los controles positivos (Kanamicina y Nisaplin). Por
medio de esta técnica se pudo detectar actividad contra E. coli y S. aureus, tanto en
poblaciones de enterococos como en las cepas aisladas (Tabla 16).

Tabla 17. Datos cualitativos de actividad bacteriostatica por los extractos crudos

Muestra S. aureus E. coli Muestra S. aureus E.coli
Poblacién 1 t+ + Cepa A + +
Poblacion 2 ++ + Cepa B + t+
Poblacién 3 t+ + Cepa C + +
Poblacion 4 + + Cepa D + t+
Poblacién 5 t+ + Cepa E + +
Poblacién 6 + + Cepa G + +*
Poblacion 7 + + Cepal ++ t+
Poblacién 8 + + Kanamicina - Tt
Poblacion 9 + + Nisaplin Tt -

Poblacién 10 + + o o o

Datos cualitativos de actividad inhibitoria contra
Poblacion 11 i i los microorganismos indicadores, tomando como
Poblacion 12 o + referencia los controles positivos Kanamicina (E.

coli) y Nisaplin (S. aureus).
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7.4 Deteccion del gen que codifica para las enterocinas

La enterocina A es una bacteriocina ampliamente descrita en cepas de E. faecium
aisladas de embutidos fermentados (Aymerich et al., 2000; Du Toit et al., 2000; Herranz
et al., 2001). Esta bacteriocina se traduce como un prepéptido que presenta un sitio de
procesamiento Gly-Gly-X. Ademas, la secuencia del extremo N-terminal presenta una
secuencia consenso que la clasifica dentro de la clase lla. Una vez determinado el gen
estructural de las bacteriocinas, se deben identificar los genes accesorios que ayudan en
la biosintesis y transporte de la bacteriocina madura (gen de inmunidad, genes de
procesado y secrecion, y genes que intervienen en la autorregulacion de su sintesis),
ademas de identificar cuales de estos genes comparten el operén con el gen estructural,
ya que se ha demostrado que los genes de las bacteriocinas de la clase Il suelen
encontrarse agrupados en 1, 2 o hasta 3 operones (Ennahar Deschamps, 2000) (Fig. 28).
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-- y sistema de transporte ABC (amarillo),
et proteinas accesorios-induccion (blanco)
(Franz et al., 2007)
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El sistema regulatorio de las bacteriocinas de la clase lla incluye una histidina quinasa
(HPC), un regulador de la respuesta (RR) y un factor de induccién (Fl), los cuales se
requieren como una sefial para inducir la transcripcién de los genes blanco (Fig. 29). Los
Fls son péptidos pequefos, termoestables, catibnicos e hidrofébicos que se sintetizan
como prepéptidos con una secuencia lider del tipo de doble glicina. Los sistemas de tres
componentes (FI, RR y HPC) ya han sido propuestos como responsables de la
produccion de bacteriocinas de clase lla muy reguladas. Esto sugiere que dicho sistema
podria primero ser activado como una consecuencia de un exceso de concentracion del
FI, ocurriendo a través de una lenta acumulacion, como una consecuencia del
crecimiento celular. En tal mecanismo el FI podria funcionar como una sefial de densidad
celular. Algunos autores, sin embargo, sostienen la idea de que el sistema de sefial de
transduccién de las bacteriocinas de la clase lla, podria deberse también a una respuesta
a sefiales del ambiente. También se sugiere que factores ambientales podrian afectar la
union del Fl a la HPC o el balance de fosforilacion requerido para la activacion de la RR.
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Sin embargo, aun no hay mucha informacién sobre las implicaciones del ambiente en
estos factores.

En el procesamiento y la secrecibn hay una translocacion transmembranal de las
bacteriocinas Illa mediante un transportador tipo ABC, ademas de una proteina accesoria,
las cuales son dos proteinas unidas a membrana que forman su propio sistema de
transporte. Su mutacién resulta en una pérdida completa de la produccion de
bacteriocina.

El dominio C-terminal del transportador ABC contiene un sitio de unién de ATP altamente
conservado, mientras que el dominio N- terminal es una region hidrofobica integrada al
sitio membranal. Este ultimo dominio ha sido propuesto para ser el responsable del corte
de la secuencia del péptido lider, especificamente en el C-terminal del motivo de doble
glicina. De acuerdo con algunos autores el péptido lider sirve como sefial de
reconocimiento tanto para el corte de la bacteriocina como para la translocacion
transmembranal de la molécula madura, los cuales estan integrados a un procesamiento
muy cercano. El dominio proteolitico del transportador ABC podria unir la secuencia lider
del pre-péptido, el cual activa la hidrolisis de ATP y subsecuentemente provoca un
cambio conformacional en el transportador, resultando en la remocion de dicha secuencia
y la traslocacién de la bacteriocina madura a través de la membrana (Ennahar et al.,
2000) (Fig. 29).
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Figura 29. Esquema de la posible maquinaria para la produccién de bacteriocinas de la clase lla:
tres componentes del sistema regulatorio, sintesis, procesamiento, excrecion e inmunidad
(Ennahar et al., 2000)
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La cepa de E. faecium MXVK29 se aisl6 de un producto carnico fermentado y es
productora de las enterocinas Ay B (Alvarez-Cisneros, 2011). Dicha cepa se utiliz6 como
control positivo para la deteccién del gen que codifica para la enterocina A con un
amplicon de 141 pb (Fig. 30).

Figura 30. M: Marcador Gen Ruler 50 bp DNA ladder; B: blanco de reaccién; 1: Enterococcus
faecium MXVK29 100 ng/25 uL de reaccion

P9 P10 Blanco P11 P12

M(pb) P1 P2 PA P5 P6 P7 M(pb) P8
ey "._‘"" $ "“_ ;,‘ 3 ’

Figura 31. PCR para la deteccion de enterocina A (141 pb) en las poblaciones de enterococos 1-
12, A: E. faecalis; B: E. faecium; C: E. faecium; D: E. faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium e I: E.
faecalis. Se realiz6 por duplicado
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La deteccién de la enterocina A fue positiva para las poblaciones 1, 2, 7, 8, 11y 12, asi
como en las cepas aislada C, D, E, y G (Fig. 30). Cabe sefialar que la enterocina A se ha
encontrado principalmente en cepas de E. faecium, sin embargo, en nuestros resultados

se detecto dicho gen para una cepa de E. faecalis (cepa D).

7.4.1 Pruebas para evaluar la expresion de la enterocina A
7.4.1 a) Difusion en agar

Un microorganismo frecuente en alimentos es Listeria spp., que tiene la capacidad de
sobrevivir y crecer a temperaturas de refrigeraciéon, lo que le permite acumularse en los
alimentos durante el almacenamiento y le convierte en un riesgo potencial para los
consumidores. Ademas Listeria spp. es relativamente tolerante a NaCl y valores de pH
reducidos. En los alimentos con pH bajo o a los que se les han agregado &cidos
organicos, Listeria spp. llega a sobrevivir y puede recuperarse y crecer a bajas
temperaturas, si es que no existen otras barreras antimicrobianas presentes. Con base
en lo anterior, es de mucho interés una cepa de enterococos que sea capaz de inhibir el
crecimiento de Listeria, teniendo como ventajas la capacidad de crecer en las mismas
condiciones desfavorables y la produccion de bacteriocinas con fuerte efecto antilisterial
como lo es la enterocina A.

Por otra parte, se ha reportado que las enterocinas del tipo lla son susceptibles de
proteasas (Yang et al., 1992), por lo tanto se decidi6 realizar un paso de inactivacion de
éstas. A la técnica de obtencién de extractos de enterocina se agreg6é una etapa de
calentamiento a 70°C durante 30 min, partiendo de un cultivo de 16h en medio MRS tal y
como se describe en la metodologia.

Los extractos de cultivos se probaron contra Listeria innocua, ya que como se sabe la
enterocina A al pertenecer a la clase lla se caracteriza por su efecto antilisterial. Los
resultados mostraron Unicamente un halo de inhibicion de crecimiento muy nitido
alrededor del extracto de la poblacién 2, con una actividad especifica de 23.08 mm
inhibicion/mg proteina; y un halo mucho menor en la poblacion 1 (Fig. 32). A pesar de
gue se detectaron mas muestras entA” éstas no mostraron actividad antibacteriana en
este ensayo. Esto podria deberse a diferentes variables; que tengamos una insuficiente
concentracion de proteina colocada en cada pozo, o bien, que esta poblacion en
particular esté produciendo otro compuesto que ayude o sea el causante de la actividad
inhibitoria observada. Dicho compuesto podria tratarse de la PGH, ya que esta poblacién
presentd el gen de la misma y también mostré actividad antibacteriana contra M.
lysodeikticus. Asi bien, no se descarta un efecto sinérgico por ambos compuestos.
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Figura 32. Técnica de difusion en agar contra L. innocua. El sobrenadante de la poblacién 2
(inactivado, neutralizado, filtrado y liofilizado) ent A™ presenta un halo nitido de inhibicién sobre el
crecimiento de la bacteria blanco

7.4.1 b) Perfil electroforético para la deteccion de la enterocina A y zimografia

Con el fin de determinar la actividad antibacteriana de las poblaciones y cepas aisladas
que fueron positivas para el gen entA, se realizaron geles SDS-PAGE y zimografia para
detectar una proteina de 4.8 kDa tal como lo reportan Aymeric y colaboradores en 1996.
En la figura 33 se muestra el patrén de bandeo de los extractos de cada poblacién y cepa
aislada los cuales presentan una banda de aproximadamente 5 kDa que posiblemente
sea la correspondiente a la enterocina A. En algunos casos, como el de la poblacién 8 y
11 podemos observar que hay dos bandas con un peso molécular muy cercano
provocando que se observé una banda muy gruesa, probablemente se trate una segunda
bacteriocina. Muchas de las especies productoras de la enterocina A producen una
segunda bacteriocina, denominada enterocina B. La enterocina B se sintetiza como un
prepéptido con un sitio de procesamiento de doble glicina. El péptido maduro contiene 53
aminodcidos al igual que otras bacteriocinas producidas por enterococos (Franz et al.,
1999). A pesar de su gran parecido con la enterocina A, ya que contiene dos residuos de
cisteina que forman un enlace disulfuro en el péptido maduro, éstas no presentan en el
extremo amino terminal la secuencia consenso caracteristica de las bateriocinas de clase
lla, por lo que se les clasifica dentro de la clase Il ¢ (Foulquié Moreno et al., 2003).
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Figura 33. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-tricina al 10%. Tincion de plata. Sobrenadantes
obtenidos por la técnica de adsorcion y desorcion dependiente de pH. M: marcador de peso
molecular polipéptido (SDS-PAGE Standards) P1: poblacién 1, P2: poblacién 2, P7: poblacion 7 y
P8: poblacion 8, P11: poblacién 11, P12: poblacion 12; C: E. faecium; D: E. faecalis; E: E. faecium;
G: E. faecium y MXVK29:E. faecium (cepa control positivo)

En la figura 34 se presentan los zimogramas con una banda de 5 kDa activad litica contra
Micrococcus lysodeiktcus. Los geles se tifieron con azul de metileno. Este ensayo se

realizo por duplicado.
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Figura 34. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-tricina al 10% con células embebidas de Micrococcus
lysodeikticus Sobrenadantes obtenidos por la técnica de adsorcién y desorcion dependiente de
pH. M: marcador de peso molecular polipéptido (SDS-PAGE Standards) P1: poblacién 1, P2:
poblacién 2, P7: poblacion 7 y P8: poblacion 8, P11: poblacion 11, P12: poblacion 12; C: E.
faecium; D: E. faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium
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En la Figura 35 se observan dos bandas con actividad litica contra L. innocua de
aproximadamente 5y 3 kDa. Anteriormente se menciond que probablemente se deba a la
presencia de una segunda bacteriocina. Casaus y colaboradores en el 1997 demostraron
gue en algunos casos la enterocina A actia de forma sinérgica con la enterocina B, pero
no necesariamente se deben producir ambas bacteriocinas aunque la cepa contenga los
dos genes. Dados los resultados podemos suponer que en nuestras muestras entA* se
estan produciendo ambas bacteriocinas, la enterocina A con un peso molecular de 5 kDa
y la enterocina B con un peso de 3 kDa, aunque este Ultimo peso molecular no
corresponderia con el peso teérico (Aymeric et al., 1996; Casaus et al., 1997, Ennahar,
2001). Otra hipodtesis que podemos plantear, Unicamente para las poblacibnes de
enterococos, se relaciona con lo analizado en la base de datos NCBI, donde existe un
reporte de una enterocina A producida por E. faecalis la cual es un péptido de 63
aminodcidos, indicando un peso molecular mayor a la reportada para la especie E.
faecium (NCBI). Dado que en las poblaciones probablemente tenemos mas de una
especie, se podrian estar produciendo ambas enterocinas A. Cabe mencionar que este
ensayo se realizo por triplicado, observando siempre la presencia de ambas bandas.
Para confirmar la identidad que cada banda se propone cortar las bandas y mandarlas a
analizar por secuenciacion de péptidos internos.

A pesar de que en los geles de actividad contra M. lysodeikticus sélo se observa una
banda de aproximadamente 5 kDa puede decirnos que solo una de las dos enterocinas
es la que tiene actividad contra este microorganismos o bien al ser de un peso molecular

tan cercano se confundan en una sola banda (Fig. 33).

) () @ E D C p12 P11 P8 P7 P2 P1
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Figura 35. Gel de poliacrilamida SDS- Tris-tricina al 10% con células embebidas de Listeria
innocua Sobrenadantes obtenidos por la técnica de adsorcion y desorcion dependiente de pH. M:
marcador de peso molecular polipéptido (SDS-PAGE Standards) P1: poblacion 1, P2: poblacion 2,

P7: poblacion 7 y P8: poblacion 8, P11: poblacién 11, P12: poblacién 12; C: E. faecium; D: E.
faecalis; E: E. faecium; G: E. faecium y (+): E. faecium MXVK29 (cepa control positivo) e (-): E.
faecalis | (control negativo)
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En la tabla 18 se resumen los resultados obtenidos en la deteccién y expresion de la
enterocina A.

Tabla 18. Resultados de deteccién y expresion de enterocina A

Muestra entA Actividad contra M. Actividad contra L.
lysoidectikus (5kDa) innocua (3 y 5 kDa)

Poblacion 1 + + T

Poblaciéon 2 + + T

Poblacion 3 - - -

Poblacién 4 - - -

Poblacién 5 - - p

Poblacion 6 - - p

Poblacion 7

Poblacion 8

Poblacién 9 - - -

Poblacién 10 - - -

Poblacién 11

Poblacién 12

Cepa A - - -

Cepa B - - -

Cepa C

Cepa D

Cepa E

Cepa G

Cepa | - - -

8. Discusion final

Se ha propuesto que la fina linea que separa el estilo de vida dual de los enterococos
(como comensales o patégenos) es el resultado de una interaccién orquestada entre
procesos que implican la accion secuencial de la colonizacion y posibles factores de
virulencia que gobiernan la adaptacion de la célula bacteriana durante la infeccién, asi
como la respuesta del huésped a la bacteria y sus productos (Pillar et al., 2004). El
género enterococos es conocido por causar serias enfermedades en humanos y se estan
convirtiendo en un importante y creciente problema en infecciones nosocomiales debido a
la adquisicion de resistencia a antibidticos. La adquisicién de resistencia a antibiéticos,
combinada con la resistencia natural a varias clases de antibidticos y su gran resistencia
a ambientes desfavorables, contribuye a su sobrevivencia. Los enterococos son
encontrados en alimentos como contaminantes, y en ocasiones son adicionados
intencionalmente como cultivos iniciadores. Ademas, son patégenos oportunistas, y el
estatus inmune del hospedero es un factor en su habilidad para causar una enfermedad.
A pesar de su significado, poco se conoce acerca de los mecanismos de virulencia que
contribuyen a su patogénesis, sin embargo, varios factores han sido implicados como
determinantes de potencial de virulencia (Eaton y Gasson, 2004).
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No obstante, con nuestros resultados podemos ver la baja incidencia de los marcadores
genéticos analizados tanto en las cepas aisladas como en las poblaciones de
entecococos. No se puede concluir con qué frecuencia son encontradas en las diferentes
especies del género ya que estas no fueron identificadas. Nuestros resultados
concuerdan con lo reportado por varios autores, los cuales sefialan la baja incidencia de
genes de virulencia en cepas de enterococos aislados de diversas matrices alimentarias
comparado con cepas de aislados clinicos (Eaton y Gasson, 2004; Abriouel et al., 2008).
Interesantemente, se ha demostrado, mediante técnicas de tipificacion por
heterogeneidad de longitud por PCR (LH-PCR) que los aislados clinicos se agrupan en
un grupo separado, con excepciéon de unos cuantos, mientras que los aislados de
matrices alimentarias en su mayoria forman un grupo separado junto con los aislados de
suelo y agua. Dichos reportes podrian sugerir que el desarrollo de métodos de tipificacion
direccionados a la region PAI de enterococos podrian resaltar la importancia de la
ecologia de estas bacterias y la presencia de grupos gendémicos asociados con
ambientes especificos (Abriouel et al., 2008).

Las diferencias entre un enterococo patégeno y una cepa aparentemente segura para su
uso en alimentos no son claras. Ya esta establecido que la taxonomia molecular de los
enterococos no lleva a una distincion entre estos dos tipo de cepas. Nuestros
conocimientos de virulencia en enterococos estan incompletos, en parte debido al hecho
de que son comensales normales de los humanos y, como tales, tienen sutiles rasgos de
virulencia que no son facilmente detectables. Los rasgos de virulencia incluyen la
adherencia al tejido del hospedero, invasion y formacién de abscesos, modulacién de la
respuesta inflamatoria del hospedero y secrecién de productos toxicos.

En conclusion, se identificé la presencia y expresion de algunos genes que codifican para
factores de virulencia. Sin embargo, los enterococos de origen alimentario no se han
relacionado, hasta ahora, como causa directa de infecciones clinicas (Adams, 1999),
aungue es cierto que se han encontrado genes que codifican para factores de virulencia
en cepas aisladas de alimentos, como en nuestro estudio, la frecuencia es menor que en
el caso de los detectados en aislados clinicos (Eaton y Gasson, 2001; Franz et al.,
2001). Asi bien, es importante recordar que los mismos factores que actdan para conferir
virulencia son los mismos que podrian tener una accion sinérgica (probidtica) con el
hospedero. Lo que determina cual sea su funcién es el entorno en el que se encuentra.
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9. Conclusiones

En ninguna de las poblaciones de enterococos obtenidas de los quesos Cotija se
obtuvo un resultado positivo de presencia del gen para citolisina (cylA). Siete de
las 12 poblaciones analizadas y las cepas aisladas A, B e | tienen el gen para la
sustancia de agregacion (1, 2, 3, 5, 7, 11 y 12) y todas son capaces de adherirse
a las lineas celulares Caco-2 y Ht-29. Solo las poblaciones 2 y 12 y la cepa E.
faecium (B) presentan el gen que codifica para la proteina de superficie (esp). Sin
embargo, la mayoria de las muestras tiene la capacidad de formar biopeliculas,
aungue muy pocas lo hacen de forma bien estructurada (D.O.gp0nm >0.22).

El gen que codifica para la AtlA, se detecté sélo en dos de las poblaciones de
queso Cotija (1 y 2). También se detecté en la cepa B. A pesar de que no fue
posible detectar el gen que codifica para la AtlA, para la mayoria de las
poblaciones y cepas aisladas, a través de la técnica de zimografia se detectaron
varias bandas con actividad antibacteriana contra M. lysodeikticus,
particularmente en las poblaciones 1-5 y 7-11 con bandas a los 70 kDa
aproximadamente. La poblacion 12 presenté tres bandas de actividad a los 76, 80
y 85 kDa. Las cepas A, E e |, presentan bandas de actividad aproximadamente a
los 85 kDay B, C, Dy G alos 76 kDa. Al ser proteinas de tan alto peso molecular
y con actividad antibacteriana podrian ser PGHs con diferente secuencia a la que
se estaba buscando. Ademas, por medio de la técnica de difusion en agar se
pudo detectar actividad bacteriostatica contra E. coli y S. aureus, tanto en
poblaciones de enterococos como en las cepas aisladas.

Seis de las poblaciones de enterococos y las cepas C, D, E y G presentan el gen
que codifica para la enterocina A, la cual se logré y visualizar en geles de Tris-
tricina al 10% con un peso aproximado de 5 kDa, la cual también era activa contra
M. lysodeikticus y L. innocua. En la zimografia contra L. innocua se observlé una
segunda banda de actividad con un peso molecular menor a los 5 kDa y se
presume podria tratarse de la enterocina B.

Solo la poblacion dos mostré actividad antibacterina de forma contundente contra
L. innocua observada por la técnica de difusion en agar.

El gen de la enterocina AS-48 no se detectdé en ninguna de las poblaciones y
cepas aisladas.

Nuestros resultados indican que no existe un riesgo de infeccion por enterococos

debido al consumo de queso Cotija ya que los factores de virulencia detectados
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Unicamente se relacionan con su capacidad de colonizar. Por el contrario, los
enterococos podrian estar jugando un papel muy importante en el desarrollo de la
inocuidad de producto, ya que tienen la capacidad de sintetizar sustancias con
actividad antibacteriana.

10. Perspectivas

Realizar la secuenciacién completa de algunas cepas de E. faecalis y/o E. faecium con el
fin de dilucidad completamente su potencial de patogenicidad y/o de probioticidad.
También se pretende hacer un analisis actividades proteoliticas y lipoliticas para saber
como esta contribuyendo este género al desarrollo de aromas y sabores en el queso
Caotija. Por otro lado, se propone la realizacién de experimentos que refuercen el presente
estudio, como son dilucidar su capacidad de producciébn de aminas bidgenas y la
resistencia a una amplia gama de antibioticos, principalmente aminoglucésidos. Ademas
se planea realizar experimentos para conocer la identidad de cada una de las bandas con
actividad litica y actividad de bacteriocina que se encontraron en este trabajo.
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10. Anexo

10.1 Técnica de Zimografia

Se describira la técnica teniendo como microorganismos indicador a L. innocua.

Obtencién de las células: Se parte de un prein6culo de L. innocua en medio TSB.
Después se inocula al 1% un matraz con 100 mL de TSB y se incuba por 24h sin
agitacion. El cultivo se centrifuga a 10,0159 y el pellet se lava dos veces con
amortiguador de fosfatos a pH7, centrifugando a 10,015g. El pellet limpio se resuspende
en 8 mL de solucion salina al 0.85%, pH7 (volumen final del gel) y se mide D.O. a Asoonm-
Una D.O. de 7-8 se considera Optima para este microorganismo, segun nuestra
experiencia. La mezcla se centrifuga a 10,0159 para obtener nuevamente el pellet limpio.

Tabla 19. Reactivos y cantidades para un gel Tris-tricina al 10%

incoorr(:)?)r;;c?én Reactivo Separador | Concentrador

4 Acrilamida Tris-tricina | 2.833 mL 324 pL

3 Buffer de gel 2.833mL 620 pL

2 Glicerol 80% 0.895 mL -

5 Temed 5.66 pL 1.5puL

6 APS 10% 425 UL 13.33 L

1 Agua 1.927 mL 1.557 mL
Vol. final 8.5 mL 2.5 mL

El gel que se describe es de Tris-Tricina al 10%, aunque pueden ser de glicina y el
porcentaje que se desee.
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Preparacion del gel:

Se agregan mL de agua y se resuspenden perfectamente las células, cuidando de no
dejar nada sin solubilizar, ya que esto es un punto critico en la elaboracion del gel. A
continuacién de agregan el resto de los reactivos en el orden indicado en la Tabla 18. El
vertido en los vidrios debe ser réapido para evitar que polimerice en el tubo de
preparacion.

Las condiciones de electroforesis son 80V durante 6h o cuando el frente de corrida haya
salido del marco.

Posteriormente el gel se lava con agua desionizada durante 20 min. Después se incuba
a 37°C y 50 rpm durante 18 h en una solucion renaturalizante (Tris-HCI 100 mM y Triton
1%, pH 8) para que las proteinas recobraran su actividad.

La actividad se detecta por la presencia de una banda clara o translicida sobre un fondo
opaco. Para aumentar el contraste, el gel fue tefie con una soluciéon de azul de metileno
0.1% v/iv en KOH 0.01%v/v durante 20 minutos y a continuacién se destifie con agua
destilada hasta observar la aparicion de las bandas (Leclerc D. y Asselin A., 1989).
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Tabla 19. Resumen de todos los resultados obtenidos en este trabajo

Muestra | asa+ | esp+ | cylA+ | Adherenciaa | Formacionde | Actividad | AtlA+ | Actividad litica | entA+ | AS- | Actividad litica Actividad Actividad
lineas biopeliculas hemolitica contra M. 48+ contra M. contra L. antibacteriana
celulares lysodeikticus lysodeikticus innocua contra L.innocua
(Difusion en agar)
Pob'imién + - - + + - + + + - + + +/-
Pob'gdén + + - + +/- - + + + - + + +
Poblacion + - - + + - - + - - - - -
3
Poblacion - - - - +/- - - + - - - - -
4
Poblacion + - - + +/- - - + - - - - -
5
Poblacion - - - - +/- - - + - - - - -
6
Poblacion + - - + +/- - - + + - + + -
7
Poblacion - - - - +/- - - + + - + + -
8
Poblacion - - - - +/- - - + - - - - -
9
Poblacion - - - - - - - + - - - - -
10
Poblacion + - - + + - - + + - + + -
11
Poblacion + + _ + + - - + + - + + -
12
Cepa A + + - + + - - + - - - - -
Cepa B + - - + +/- - + + - - - - -
Cepa € - - - - +/- - - + + - + + -
Cepa D - - - - +/- - - + + - + + -
CepaE - - - - + - - + + - + + -
Cepa G _ _ _ _ + /_ _ _ + _ + + _
Cepa | + - - + +/- - + + - - - - -
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