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Introduccion. La diferenciacion de cepas de
Enterococcus de origen alimentario con respecto a las
patdégenas oportunistas es de suma importancia para la
industria alimentaria. En el presente trabajo se plante¢ la
biusqueda de diversos marcadores genéticos que
permitieran distinguir entre las cepas de Enterococcus de
origen alimentario de las de origen nosocomial. Los
marcadores propuestos estan relacionados con la
produccion de la enterocina A, bacteriocina que contribuye
en la bioconservacion de los alimentos (1), asi como con
la produccion de citolisina, que provoca hemdlisis en
células eucariontes al ser infectadas y es el principal factor
de virulencia de las cepas nosocomiales (2).

El objetivo de este trabajo fue establecer marcadores
genéticos para diferenciar entre cepas aisladas de un
queso artesanal mexicano, con cepas de aislados clinicos
de las especies E. faecium y E. faecalis.

Metodologia. Se analizaron 14 cepas de E. faecium y 11
de E. faecalis, todas aisladas de un queso artesanal,
madurado, mexicano. En ellas, se evaluaron cuatro
marcadores genéticos mediante PCR punto final: entA,
cylA, cylL, y cyllLs, asi como la expresién de dichos genes
por evaluacion fenotipica: para el caso del marcador entA
se concentroé el sobrenadante de la fermentacion en medio
MRS por el método de adsorcién-desorcién, especifico
para bacteriocinas (3). Ademas, se analiz6 la capacidad
de lisis en contra de L. monocytogenes, caracteristica de
la enterocina A (4), por medio de difusién en agar y se
determiné el perfil proteinico por medio de un gel SDS-
PAGE. La expresion de los marcadores cylA, cylL; ycyllLs,
se evalud por cultivo de las cepas en agar sangre, para
determinar el tipo de hemodlisis que presentaban.

Resultados. La presencia de amplicones a partir de los
genes marcadores se observo por electroforesis en geles
de agarosa (Fig. 1). Para el caso de cylA y cylL, se
observd que ninguna de las cepas de alimentos present6
amplificacion, solo las cepas de aislados clinicos
presentaron las bandas correspondientes. El 32% de las
cepas evaluadas dieron positivo para cylLs y 76 % para
entA. La expresion de los genes cylA, cylL; y cylLs, que
conduce a la produccion de citolisina, se observo
fenotipicamente a través de 3 hemolisis, sélo en las cepas
de aislados clinicos. Las cepas de alimentos que tuvieron
el gen cylLs resultaron no-hemoliticas debido a que no

poseen la maquinaria completa para la produccién de la
citolisina.

Figura 1. Evaluacion de la presencia del gen entA. Electroforesis en
gel de agarosa al 1.5%, tefiido con bromuro de etidio al 0.01%. Carril 1,
marcador de peso GeneRuler Low Range (ThermoScientific); carriles 2-
5, cepas de E. faecium A4-1, A4-2, A4-3, QD-2, respectivamente; carril

6, NTC; carril 7, E. faecium MXVK29 (control +).

En el analisis fenotipico de la enterocina A, ademas de la
cepa E. faecium MXVK29, solo la cepa E. faecium QD-2
presenté halo de inhibicion, a pesar de que todas las
cepas analizadas por difusiéon en agar habian presentado
el gen. Habria que evaluar si éstas poseen la proteina
correspondiente para su transporte hacia el exterior de la
célula. La ausencia de transportador explicaria el fenotipo
observado.

Conclusiones. Los genes correspondientes a la
produccion de citolisina, cylA, cylL. ycylLs, pueden ser
utilizados como un marcador de diferenciacion entre cepas
deE. faecalis patégenas y de alimentos. Mientras que el
gen para la produccién de la bacteriocina, entA, no arrojo
resultados concluyentes.
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