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Introducción. Enterococcus faecalis es una bacteria 
ácido láctica, puede crecer en altas concentraciones de 
NaCl, amplios rangos de pH y temperatura, por lo que se 
encuentra en muchos ambientes, incluidos los alimentos. 
En el grupo de trabajo se aisló una cepa de E. faecalis de 
queso Cotija artesanal, con actividad antibacteriana en 
contra de algunos microorganismos patógenos, la cual 
está dada parcialmente por peptidoglucano hidrolasas 
(1). Por otra parte, dicha cepa no produce enterocinas 
(2). 
El objetivo de este trabajo fue clonar y expresar la 
Enterocina A en la cepa de E. faecalis aislada de queso 
Cotija a través de la integración del gen correspondiente 
al cromosoma, mediante la técnica de intercambio alélico 
sin marcadores de resistencia a antibióticos, con el fin de 
aplicar a la cepa recombinante como cultivo protector en 
alimentos. 
 
Metodología. Para incrementar la actividad 
antibacteriana de la cepa de E. faecalis, se clonó la 
enterocina A mediante su integración al cromosoma, 
empleando la técnica de intercambio alélico sin 
marcadores (3) en un sitio que no altera la expresión de 
los demás genes (4) (Figura 1). 
La integración del gen al cromosoma se detectó por 
PCR, con cebadores específicos, y la expresión mediante 
SDS-PAGE Tris-Tricina y zimogramas con Listeria 
innocua como indicador. 
 

 
 

Fig. 1. Técnica de intercambio alélico sin marcadores 
 

Resultados. El gen de la Enterocina A fue amplificado a 
partir del ADN cromosomal de una cepa de E. faecium 

aislada de queso Cotija y se le fusionó el péptido señal 
de la Enterocina P para que pudiera ser secretado por la 
vía dependiente de Sec. La quimera fue subclonada en el 
vector pSD15, el cual contiene las secuencias necesarias 
para la recombinación en la cepa receptora. A partir de 
esta construcción, se digirió un fragmento de 720 pb, que 
coincide con el peso esperado (Figura 2). 
 

 
Fig. 2. Construcción del gen de la enterocina A con el péptido señal de 
la enterocina P y los sitios de recombinación digerida de pSD15 con la 

enzima SmaI. Gel de Agarosa 1% teñido con bromuro de etidio. 
 
 

El fragmento fue insertado en el plásmido pRV1, 
previamente digerido con SmaI. Esta construcción se 
utilizó para transformar una cepa de E. faecalis (CK111), 
la que, mediante conjugación, transfirió el plásmido a la 
cepa receptora de E. faecalis. Posteriormente, mediante 
recombinación homóloga, el gen de la enterocina A fue 
integrado a su cromosoma, lo que se comprobó mediante 
PCR utilizando cebadores específicos para el gen entA. 
Esta técnica presenta la ventaja de que se elimina la 
necesidad de utilizar antibióticos como marcadores de 
selección, además de que no se pierde el gen insertado 
por pérdida del plásmido, ya que se integra a 
cromosoma. 
 
Conclusiones. La técnica de intercambio alélico permitió 
integrar el gen de la enterocina A al cromosoma de una 
cepa de E faecalis aislada de queso Cotija sin dejar 
ningún marcador de resistencia a antibióticos, por lo que 
podría proponerse para su aplicación en un alimento. 
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