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Resumen 

El género Enterococcus pertenece al grupo de las bacterias ácido lácticas 

(BAL), son microorganismos que están ampliamente distribuidos en la 

naturaleza, se les puede encontrar en el tracto gastrointestinal de humanos y 

animales, así como en el agua, en el suelo, en las plantas y vegetales (Giraffa, 

2003). Se han utilizado como cultivos iniciadores o probióticos en alimentos 

fermentados, principalmente en lácteos y embutidos. Contrario a otras BAL, los 

enterococos no se consideran GRAS debido a que se asocian con condiciones 

antihigiénicas en la producción de alimentos aunado a su surgimiento en las 

últimas décadas como un patógeno nosocomial. Varias cepas de enterococos 

que se han aislado del queso Cotija ―Región de Origen‖, han mostrado que 

producen compuestos con actividad antimicrobiana (PGHs y enterocinas), que 

presentan antagonismo contra microorganismos patógenos y, en el caso de 

presentar factores de virulencia, éstos se relacionan con la capacidad de 

colonizar el intestino. El objetivo de este trabajo consistió en caracterizar cepas 

de E. faecium utilizando la técnica de tipificación por secuenciación multilocus 

con el fin de diferenciarlas de complejos nosocomiales y determinar la 

existencia de un complejo clonal asociado a alimentos. 

Se estudiaron cepas, que fueron aisladas en este trabajo de 7 quesos Cotija 

―Región de Origen‖; así como de agrupaciones de enterococos y siete cepas de 

Enterococcus spp, todas aisladas de queso Cotija y caracterizadas 

previamente. Los aislados fueron caracterizados fenotípica y bioquímicamente.  

Resultaron cocos Gram positivos, catalasa negativos y con crecimiento a 4 °C, 

45 °C y 37 °C con 6.5% NaCl. Por medio de PCR especie-específica se 

identificaron cepas a nivel de especie. Se identificaron  13 cepas de E. faecalis 

y 12 de E. faecium. Se seleccionaron siete cepas de E. faecium y  para cada 

una de ellas se amplificaron y secuenciaron siete genes altamente conservados 

(atpA, ddl, gdh, purK, gyd, pstS y adk). Se obtuvieron los perfiles alélicos y las 

secuencias tipo y, por último, se realizó el análisis clúster de las secuencias 

tipo obtenidas, utilizando la base de datos de MLST (http://efaecium.mlst.net/#) 

y el algoritmo e-BURST disponible en línea (http://efaecium.mlst.net/eburst/ ).  

http://efaecium.mlst.net/
http://efaecium.mlst.net/eburst/
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El análisis de MLST de las siete cepas de E. faecium  aisladas de queso Cotija 

―Región de Origen‖ reveló cuatro secuencias tipo nuevas (ST 1045, ST 1046, 

ST 1047 y ST 1048) y el hallazgo de un nuevo alelo para el gen ddl (ddl 74). 

Los resultados de la tipificación con MLST, sugieren que las cepas  de E. 

faecium aisladas de queso Cotija ―Región de Origen‖ no están relacionadas 

directamente con el complejo clonal 17 (CC17), que está asociado con 

infecciones nosocomiales. A pesar de que no fue posible establecer una 

asociación con aislados de alimentos, si se observa una relación entre las 

cepas aisladas de queso Cotija pertenecientes a la misma colecta.            
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1. Introducción 

 

Las bacterias del género Enterococcus son microorganismos ubicuos, pero 

tienen un hábitat predominante en el tracto gastrointestinal de humanos y 

animales. Debido a su capacidad para sobrevivir en condiciones ambientales 

adversas son capaces de colonizar diversos nichos. Están asociadas  a 

alimentos fermentados, pero su presencia siempre ha sido controvertida, ya 

que por un lado desempeñan un papel importante en el desarrollo de 

propiedades sensoriales deseables y la producción de compuestos 

antimicrobianos; pero por el otro lado son utilizadas como un indicador de 

contaminación fecal, generan aminas biógenas por la descarboxilación de 

aminoácidos libres y han surgido como un patógeno nosocomial en pacientes 

inmunosuprimidos, causando infecciones como bacteremia, endocarditis e 

infecciones en el tracto urinario (Murray, 1990; Morrison et al., 1997). 

El hallazgo de cepas de E. faecium en muestras clínicas ha aumentado en las 

últimas décadas debido a la expansión del complejo clonal 17 (CC17) que ha 

adquirido progresivamente resistencia a antibióticos (ampicilina, quinolina y 

vancomicina) y factores de virulencia (Freitas et al., 2010). El CC17 ésta 

integrado por tres linajes principales ST 17, 18 y 78 (Willems et al., 2012). Se 

ha propuesto la evolución de enterococos comensales a patógenos 

oportunistas originados por la presión selectiva del ambiente intrahospitalario, 

que se han expandido en otros ambientes y poblaciones. La posible relación 

entre enterococos de alimentos y los del ambiente nosocomial es una cuestión 

que ha limitado el uso como cultivos iniciadores o probióticos. Por lo que es 

necesario deslindar cepas inocuas de patógenas; sin embargo, la mayoría de 

los estudios de tipificación con MLST se han centrado en aislados clínicos de 

humanos y animales,  por lo que la información de aislados de alimentos es 

escasa o no está disponible. En México no existe una norma que regule la 

seguridad de cepas de enterococos que pudieran ser usadas como probióticos 

o cultivos iniciadores. Los reglamentos en Europa estipulan que la seguridad de 

las cepas probióticas o como cultivos iniciadores es responsabilidad del 

productor, por lo tanto, cada cepa destinada a tal uso debe de ser 

cuidadosamente evaluada, conocer los factores de virulencia que posea así 
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como la resistencia a antibióticos y de esta manera evaluar el peligro potencial 

de su uso (Franz et al., 2003).  

1.1 Bacterias acido lácticas (BAL) 

 

Las bacterias ácido lácticas (BAL) se definen como cocos o bacilos Gram 

positivos, no esporulados, catalasa negativos, anaerobios facultativos, que 

producen ácido láctico como producto final mayoritario de la fermentación de 

carbohidratos. Las BAL son responsables de muchos procesos de 

fermentación en alimentos, se encuentran comúnmente en productos lácteos, 

productos cárnicos, mariscos, frutas, verduras y cereales, así como en el tracto 

genital, respiratorio e intestinal de los humanos y animales (Wang y Wang, 

2014), han sido ampliamente utilizadas como cultivos iniciadores en la 

producción de alimentos fermentados, como productos lácteos (yogurt y 

queso), cárnicos (salchichas), productos a base de pescado, productos a base 

de cereales (pan y cerveza), frutas y vegetales (sauerkraut y kimchi), debido a 

la producción compuestos que contribuyen al sabor, aroma y textura de los 

alimentos (Rattanachaikunsopon y Phumkhachorn, 2010), así como la 

producción de compuestos con actividad antimicrobiana, como ácidos 

orgánicos (principalmente ácido láctico o acético), diacetilo,  ácidos grasos, 

peróxido de hidrógeno, reuterina y péptidos bioactivos (Wang y Wang, 2014), 

capaces de controlar bacterias patógenas y microorganismos no deseables 

responsables del deterioro de los alimentos. 

Los principales géneros que conforman al grupo de las BAL son: Aerococcus, 

Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococccus, Streptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus y 

Weissella (Salminen et al., 2004). 

1.2 Generalidades de Enterococcus spp. 
 

El género Enterococcus se encuentra dentro de la familia Enterococcaceae y 

pertenece al grupo de bacterias ácido lácticas (BAL). Son cocos Gram-

positivos, no esporulados, oxidasa, catalasa y reductasa negativos, anaerobios 

facultativos, se pueden encontrar solos, en pares o en cadenas cortas. 

(Foulquié-Moreno et al., 2006). Su metabolismo es homofermentativo, siguen la 
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vía de Embden-Meyerhof-Parnas, produciendo ácido L(+)-láctico, a partir de la 

fermentación de hexosas (Garg y Mital, 1991). Los enterococos pueden ser 

fácilmente distinguidos de otros cocos homofermentativos, Gram-positivos, 

catalasa-negativos, como los estreptococos y los lactococos, debido a su 

capacidad de crecer en un rango de temperatura de 10 ° a 45 °C y sobrevivir  

por lo menos 30 minutos a 60 °C. Así mismo pueden crecer en un intervalo de 

pH de 4 a 9.6, con 6.5% de NaCl, en presencia de azida de sodio y  tienen la 

capacidad de hidrolizar la esculina en presencia de 40% de bilis (Giraffa, 2003; 

Franz et al., 2003; Foulquié-Moreno et al., 2006). Es un microorganismo que se 

encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza,  se le puede encontrar en 

el tracto gastrointestinal y heces de mamíferos, y debido a su habilidad de 

sobrevivir a ambientes adversos, los enterococos pueden colonizar diversos 

nichos y se suelen encontrar en el agua, en el suelo, en las plantas y vegetales, 

así como en alimentos de origen animal y alimentos fermentados (Giraffa, 

2003). 

1.3 Importancia del género Enterococcus en alimentos fermentados 

y probióticos.  

 

Provenientes de contaminación fecal o ambiental, los enterococos se pueden 

multiplicar en alimentos crudos o procesados. Contrario a otras bacterias ácido 

lácticas, no se consideran GRAS (Generalmente Reconocido como Seguro) ya 

que se asocian con condiciones antihigiénicas en la producción de alimentos y 

son utilizados como un indicador microbiológico de contaminación en alimentos 

y agua. Sin embargo, pueden ser añadidos de manera accidental o intencional 

(formando parte de un cultivo iniciador) en la preparación de alimentos 

fermentados (especialmente embutidos y quesos madurados), ya que 

contribuyen a la maduración y desarrollo de características organolépticas 

deseables, tales como el aroma y sabor, debido a la producción de ácido 

láctico y de metabolitos obtenidos de la actividad proteolítica y lipolítica como 

aminoácidos libres, acetaldehído, diacetilo y acetoína (Giraffa, 2003). La 

presencia y desarrollo de los enterococos en alimentos fermentados como el 

queso y embutidos resultan en productos organolépticamente únicos, que 

contribuyen a enaltecer la cocina local y forman parte del patrimonio regional. 
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El género Enterococcus  está conformado por 32 especies, algunas de ellas se 

asocian con los quesos tradicionales europeos fabricados en los países 

mediterráneos  a partir de leche cruda o pasteurizada (Ordoñez et al., 1978; 

Coppola et al., 1988; Del pozo et al., 1988; Litopoulou-Tzanetaki, 1990; 

Tzanetakis y Litopoulou-Tzanetaki, 1992; Macedo et al., 1995; Tzanetakis et al., 

1995; Centeno et al., 1996; Bouton et al., 1998). Las especies más 

frecuentemente encontradas en estos quesos son E. faecalis, E. faecium, E. 

durans y E. casseliflavus (Giraffa, 2003). La fuente principal de enterococos en 

la leche y el queso son las heces de las vacas lecheras, agua contaminada, los 

equipos de ordeña y los tanques de almacenamiento (Gelsomino et al., 2002). 

La presencia de enterococos en quesos artesanales puede ser deseable, ya 

que varios estudios han indicado que cepas de enterococos pueden tener una 

influencia positiva en la producción y madurado de quesos tradicionales como 

Manchego, Armada, Cebreiro, Picante, Majoero, Feta, Teleme, Mozzarella, 

Monte Veronese, Fontina, Caprino, Serra, Venaco y Comnté (Giraffa, 2003). 

Aunado a su contribución en el desarrollo de características organolépticas, los 

enterococos pueden desempeñar un papel antagonista en contra de bacterias 

patógenas. Se ha reportado que  E. faecalis y E. faecium son capaces de 

producir una variedad de bacteriocinas, llamadas enterocinas, las cuales tienen 

como blanco de acción principal la membrana citoplasmática. Forman poros en 

la membrana celular, agotando el potencial transmembranal y/o el gradiente de 

pH, lo que resulta en la fuga de moléculas indispensables (Cleveland et al., 

2001). Se ha reportado que las enterocinas tienen actividad contra Listeria 

monocytogenes, Staphylococcus aureus, Clostridium botulinum, Clostridium 

perfringens y Vibrio cholerae (Giraffa, 1995; Franz et al., 1996; Maisnier-Patin 

et al., 1996; Nunez et al., 1997; Simonetta et al., 1997; Ennahar et al., 1998; 

Laukova y Czikkova, 2001; Sarantinopoulos et al., 2002). 

Por otra parte, los enterococos son utilizados en algunos países de Europa 

como probióticos (Franz et al., 1999; 2003). Un probiótico puede ser descrito 

como una preparación o un producto que contiene microorganismos viables 

bien definidos y en cantidades adecuadas, que alteran el microbioma (por 

implantación o colonización) y confieren un beneficio a la salud en el hospedero 

(De Vuyst et al., 2004). Los efectos funcionales atribuidos a los probióticos 
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incluyen: la inhibición de microorganismos patógenos, el fortalecimiento de la 

barrera mucosa intestinal, efecto antimutagénico y anticancerígeno, la 

estimulación del sistema inmune y la disminución de colesterol en sangre 

(Fuller, 1989; Havenaar y Huis in´t Veld, 1992; Salminen et al., 1993, 1996; 

Holzapfel et al., 1998). Una serie de requisitos que tiene que cumplir un 

microorganismo para ser definido como un probiótico incluyen la capacidad 

para a) adherirse a las células del intestino; b) excluir o reducir la adhesión de 

patógenos; c) subsistir y multiplicarse; d) producir ácidos, peróxido de 

hidrógeno y bacteriocinas antagonistas contra el desarrollo de patógenos; e) 

ser seguro, no invasivo, no cancerígeno, y no patógeno; f) agregarse para 

formar una microbiota normal  y equilibrada (Salminen et al., 1996).   

La mayoría de los cultivos probióticos son de origen intestinal y pertenecen al 

grupo de las BAL y Bifidobacterium; por ejemplo cepas de E. faecium, E. 

faecalis, S. thermophilus, L. lactis subsp. lactis, Leuconostoc mesenteroides y 

P. acidilactici se han utilizado como probióticos (Fuller, 1989; O’Sullivan et al., 

1992; Holzapfel et al., 1998).   

La cepa de E. faecium SF68 se ha usado en el tratamiento contra la diarrea y 

se considera como una alternativa al tratamiento con antibióticos (Loewenstein 

et al., 1979; Bellomo et al., 1980). Rossi y colaboradores (1999) utilizaron la 

cepa de E. faecium CRL 183 para el desarrollo de un producto con leche de 

soya fermentada con posibles propiedades probióticas. Otro uso de cepas de 

enterococos como probiótico es el cultivo Causido® que está integrado por 

cepas de S. thermophilus y E. faecium, se le atribuye un efecto 

hipocolesterolémico a corto plazo (Agerholm-Larsen et al., 2000). Pero la 

reducción de los niveles de LDL y colesterol a largo plazo no se demostró, 

(Richelsen et al., 1996; Sessions et al., 1997) por lo tanto, la relevancia clínica 

de este efecto es incierta. Así mismo, se utilizó la cepa E. faecium PR88 

probiótica,  como  un cultivo adjunto en el queso Cheddar. En comparación con 

el control, el queso que contenía la cepa PR88, aumentó la proteólisis y se 

percibieron mayores niveles de compuestos volátiles. La cepa mantuvo la 

viabilidad en queso Cheddar durante 9-15 meses de maduración a 8 ° C 

(Gardiner et al., 1999). 
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El uso de cepas de enterococos como cultivo iniciador y/o probiótico sigue 

siendo un asunto controversial, si bien los beneficios durante la maduración, el 

desarrollo de características organolépticas y como probiótico de algunas 

cepas están bien establecidos, el surgimiento como un patógeno nosocomial, la 

aparición de cepas resistentes a antibióticos y la presencia de factores de 

virulencia, han restringido su uso en alimentos. 

1.4 Los enterococos en las enfermedades humanas 
 

En las últimas décadas los enterococos han surgido como un patógeno 

nosocomial en pacientes inmunosuprimidos y en cuidado intensivo, se han 

implicado como causantes de endocarditis, bacteremia, infecciones de vías 

urinarias, infecciones del sistema nervioso central, infecciones intra-

abdominales y pélvicas (Franz et al., 1999). De hecho, E. faecalis se ha 

vinculado con el 80-90 % de las infecciones causadas por enterococos, 

mientras que E. faecium es responsable del 10-15 %. E. durans, E. gallinarum, 

E. casseliflavus, E. avium, E. hirae, E. mundtii y E. raffinosus son  otras 

especies de enterococos clínicamente relevantes pero menos frecuentes 

(Murray, 1990). Aunque los principales factores de riesgo para la adquisición de 

infecciones enterocócales aún no son claros,  se reconocen como factores de 

riesgo la falta de higiene, la hospitalización prolongada y la presencia de 

catéteres urinales o vasculares (Ogier y Serror, 2008).   

La patogénesis de la mayoría de las infecciones sigue una secuencia de 

eventos que implican la colonización y la adherencia del patógeno a los tejidos 

del hospedero, la invasión del tejido y la resistencia a los mecanismos 

específicos e inespecíficos de defensa. El patógeno debe producir cambios 

patológicos ya sea directamente por la producción de toxinas o indirectamente 

por inflamación (Johnson, 1994). 

Se han reportado alrededor de una docena de factores de virulencia putativos 

en  analizados en diversos modelos animales, que están involucrados en la 

adhesión a las células hospederas y a proteínas de la matriz extracelular (asa, 

esp, efaA), en la resistencia a macrófagos (asa, hypR), en el daño celular y 

tisular (cyl, gelE, srpE) y la evasión del sistema inmune (polisacáridos 

capsulares) (Ogier y Serror, 2008). A pesar de la detección de genes que 
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codifican para factores de virulencia en cepas  de enterococos aisladas de 

alimentos, que sugieren una potencial virulencia, los enterococos no se han 

implicado directamente como causantes de infecciones transmitidas por 

alimentos (Adams, 1999). Sin embargo, pueden causar intoxicación debido a la 

ingestión de alimentos, ya que se ha reportado que pueden producir aminas 

biogénas por la descarboxilación de aminoácidos libres en algunos alimentos, 

como en: embutidos, quesos, vinos, cervezas, aceitunas y productos de 

pescado, los síntomas incluyen dolor de cabeza, vómito, aumento de la presión 

arterial e incluso reacciones alérgicas de fuerte intensidad (Giraffa, 2002).  

Los enterococos son intrínsecamente resistentes a un número de antibióticos, 

que están mediados por genes localizados en el cromosoma. Lo cual es 

distinto de la resistencia adquirida, que es mediada por los genes que residen 

en plásmidos o transposones (Clewell, 1990; Murray, 1990). Ejemplos de 

resistencia intrínseca a los antibióticos incluyen resistencia a las 

cefalosporinas, β-lactamicos, sulfonamidas y bajos niveles de clindamicina y 

aminoglucósidos, mientras que ejemplos de resistencia adquirida incluyen 

resistencia al cloranfenicol, eritromicina, altos niveles de clindamicina, 

aminoglucósidos, tetraciclinas y β-lactamicos, fluoroquinolonas y glicopéptidos 

(Murray, 1990; Leclercq, 1997). Dentro de la resistencia adquirida a 

antibióticos, la resistencia a glicopéptidos (vancomicina y teicoplanina) es la 

más preocupante debido a que estos antibióticos representan ―la última opción 

terapéutica‖ contra patógenos nosocomiales. Existen seis fenotipos diferentes 

de VRE (Enterococos Resistentes a Vancomicina, por sus siglas en inglés) 

conocidos hasta la fecha  (VanA, VanB, VanC, VanD, VanE y VanG).  Los 

fenotipos VanA y VanB son los de mayor importancia clínica, ya que se 

observan con mayor frecuencia en las dos especies de enterococos 

predominantes, E. faecalis y E. faecium (Murray, 1997, 1998; Cetinkaya et al., 

2000). El fenotipo VanA se caracteriza por la resistencia a altos niveles tanto a 

la vancomicina y teicoplanina, mientras que en el fenotipo VanB las cepas son 

resistentes a niveles variables de vancomicina pero susceptible a la 

teicoplanina (Arthur et al., 1996). 

La incidencia de cepas de enterococos resistentes a antibióticos aisladas de 

alimentos ha sido ampliamente estudiada (Klein y Pack, 1997; Davies y 
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Roberts, 1999; Baumgartner et al., 2001; Franz et al., 2001; Aarestrup et al., 

2002; Mac et al., 2002). Estos estudios revelaron que, aunque muchas de las 

cepas mostraron resistencia a uno o más de los antibióticos, la mayoría de los 

aislados, especialmente cepas de E. faecium, eran sensibles a los antibióticos 

clínicamente relevantes, como la penicilina, ampicilina, estreptomicina y la 

vancomicina (Klein et al., 1998; Baumgartner et al., 2001; Franz et al., 2001; 

Aarestrup et al., 2002). 

1.5 Identificación fenotípica 

 

En general, los enterococos se pueden diferenciar de otras bacterias Gram-

positivas como estreptococos, lactococos y lactobacilos por su actividad 

pirrolidonil-arilamidasa (PYR) positiva, reacción positiva con el antígeno D de 

Lancefield y una reacción negativa con el antígeno A de Lancefield (Murray, 

1990). Dentro del género Enterococcus, E. faecalis se distingue de E. faecium y 

otras especies por su capacidad de crecer en medio que contienen 0.04% de 

telurito, por reducir el tetrazolio a formazan y producir ácido a partir de D-

tagatosa, sorbitol y glicerol. Alternativamente E. faecium se separa de E. 

faecalis y otras especies por producir ácido a partir de melobiosa y L-arabinosa 

(Murray, 1990). Con base en estos principios se han desarrollado varios 

sistemas comerciales para la identificación y diferenciación de enterococos. 

Las pruebas más comúnmente usadas son api 20 strep (Bio-Merieux, Marcy 

l’Etoile, Francia), api 50 CH (Bio-Merieux, Marcy l’Etoile, Francia) y Rapid api 

ID32 strep (Bio-Merieux, Marcy l’Etoile, Francia). Si bien estas pruebas 

funcionan bien en combinación, proporcionando  buenos resultados en la 

mayoría de los casos, presentan inconvenientes como ser lentas y algunas 

veces ofrecen resultados variables debido a la considerable diversidad 

fenotípica intraespecie  (Devriese et al., 1993).  

Con el incremento de la aparición de cepas de enterococos resistentes a la 

vancomicina (VRE), se ha generado la necesidad de desarrollar pruebas de 

detección con mayor sensibilidad y especificidad, para contener y eliminar las 

infecciones oportunamente. La aplicación  de la reacción de PCR en la 

amplificación de genes específicos para cada especie ha proporcionado una 
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herramienta rápida, precisa y sensitiva para la detección e identificación de 

enterococos. 

1.6 Identificación genotípica, PCR especie-específica 

 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR), descrita por Kary Mullis en 

1983, aplica la bioquímica básica de la replicación del ADN, con el objetivo de 

amplificar un fragmento de ADN particular (Koneman y Allen, 2008).  

La PCR consiste en tres fases repetitivas: 

1) Desnaturalización del ADN 

2) Hibridación del cebador 

3) Extensión   

La desnaturalización del ADN en hebras individuales es producida por la 

elevación de la temperatura de la mezcla de reacción hasta 95 °C, para romper 

los puentes de hidrogeno que le confieren al ADN su estructura de doble hélice. 

La hibridación de los cebadores empieza cuando la mezcla de reacción se 

enfría y alcanza la temperatura de hibridación, los cebadores flanquean la zona 

por amplificar, y se hibridan con las hebras simples de la molécula de ADN 

molde. Un cebador tiene el mismo sentido que la hebra superior de ADN y se 

denomina cebador directo mientras que el otro es del mismo sentido que la 

hebra opuesta y se llama cebador inverso. La extensión del ADN 

complementario ocurre con un incremento de temperatura a 72 °C, la 

temperatura óptima para la ADN polimerasa, una vez transcurrido el tiempo 

necesario para la extensión completa del amplicón se vuelven a repetir  las tres 

fases por un numero definido de ciclos. Así, la porción diana de ADN se 

amplifica exponencialmente hasta obtener millones de amplicones. La 

presencia de los productos de amplificación suele determinarse por 

electroforesis en gel y teñidos con bromuro de etidio (Koneman y Allen, 2008).  

El desarrollo de métodos basados en la amplificación de genes conservados 

que codifican para ARN ribosomal (23S y 16S) y proteínas de choque térmico 

60 (HSP60 o CPN60) (Goh et al., 2000), gen sod que codifica para una 

superóxido dismutasa (Jackson et al., 2004), gen tuf que codifica para un factor 

de elongación EF-Tu (Li et al., 2012), gen ddl que codifica para una ligasa D-

alanina:D-alanina (Satake et al., 1997; Kariyama et al., 2000; Deparieu et al., 
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2004), gen Ef0027 que codifica para un regulador transcripcional putativo (Liu 

et al., 2005) y  gen PBP5 codifica para una proteína de unión a penicilina 

(Mohn et al., 2004), han permitido una identificación especifica de los 

enterococos.  

1.7 Tipificación por secuenciación multi locus 
 

Se han reportado diversos estudios para determinar la relación y diferencias 

entre enterococos aislados de alimentos y de aislados clínicos, estos estudios 

utilizan una variedad de métodos de tipificación molecular, como el análisis de 

restricción del ADN ribosomal 16S amplificado (ARDRA) (Ulrich y Muller, 1998), 

electroforesis en gel de campo pulsado  (PFGE) de los patrones de macro-

restricción de ADN (Descheemaeker et al., 1997; Gambarotto et al., 2001; 

Vancanneyt et al., 2002), la amplificación aleatoria de ADN polimórfico (RAPD) 

(Cocconcelli et al., 1995; Descheemaeker et al., 1997; Andrighetto et al., 2001; 

Cosentino et al., 2004; Martin et al., 2005) y los polimorfismos en la longitud de 

los fragmentos amplificados (AFLP) (Antonishyn et al., 2000; Willems et al., 

2000; Vancanneyt et al., 2002). La electroforesis en gel de campo pulsado 

(PFGE) ha sido utilizada con éxito para mostrar las diferencias entre aislados 

clínicos y de alimentos (Klare et al., 1995),  entre aislados de aves de corral y 

pacientes hospitalizados (van den Braak et al., 1998; Lemcke y Bulte, 2000). 

Aunque PFGE es el método estándar para distinguir entre cepas de 

enterococos, se considera caro, tardado y complejo de implementar. 

Recientemente dos métodos de tipificación han demostrado ser más 

discriminatorios que PFGE; tipificación por secuenciación multi locus (MLST) 

basado en la secuenciación de genes altamente conservados y el análisis 

variable multi locus (MLVA) basado en un número variable de secuencias en 

tándem (Homan et al., 2002; Top et al., 2004; Titze-de-Almeida et al., 2004).    

La tipificación por secuenciación multi locus (MLST) permite la caracterización 

de aislados bacterianos mediante la amplificación de los fragmentos internos 

de 7 genes altamente conservados y su posterior secuenciación. La secuencia 

de cada uno de los loci se alinea con las ya existentes en la base de datos. Si 

la secuencia coincide, el programa asigna el número de uno de los alelos ya 

identificados; en caso contrario, es necesario contactar al curador para la 
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inclusión de un nuevo alelo. Una vez asignado un número a cada alelo, 

utilizando siempre el mismo orden de los genes, se genera un perfil alélico que 

resulta de la combinación de los siete alelos. A cada perfil alélico, se le asigna 

entonces un número de tipo de secuencia (ST) (Vázquez y Berrón, 2004). Esta 

técnica fue desarrollada para estudios epidemiológicos globales, para el 

reconocimiento, rastreo y conexión de cepas virulentas y multirresistentes a 

antibióticos por todo el mundo.  

Una de las grandes ventajas de esta técnica es la existencia de una base de 

datos, la cual se encuentra disponible al público (http://www.mlst.net/ )  y fue 

desarrollada de manera dinámica ya que permite a investigadores de todo el 

mundo enriquecerla con aislados de diferentes superficies, permitiendo así, el 

intercambio de información entre laboratorios de todo el mundo sin la 

necesidad del tránsito de cultivos vivos.   

Homan y colaboradores (2002) desarrollaron la caracterización de E. faecium 

usando MLST. La necesidad de entender la epidemiología y la estructura de la 

población fueron las causas principales para la investigación de este 

organismo. En particular, la manera en que una cepa comensal residente en el 

intestino pasaba a ser un patógeno; sin embargo, se ha demostrado que las 

infecciones adquiridas en el hospital no son causadas por cepas de E. faecium 

que normalmente residen en el intestino, sino que son causadas por cepas 

específicas de E. faecium que se adquieren a través de material de curación 

durante la hospitalización, y aparentemente están bien adaptadas para 

prosperar en la microbiota perturbada de los pacientes hospitalizados (Palmer 

et al., 2014). 

La caracterización de E. faecium mediante MLST está basada en la 

amplificación de los fragmentos internos de 7 genes (400 a 600 bp) altamente 

conservados. La elección de estos genes se basó en su función putativa, su 

uso en MLST en otras especies bacterianas y en la disponibilidad de las 

secuencias (Homan et al., 2002).  

El esquema de MLST de E. faecium ofrece un método universal para la 

tipificación de aislados y el direccionamiento epidemiológico a largo plazo. Ha 

revelado la existencia de genogrupos de hospederos específicos, incluyendo 

http://www.mlst.net/


18 
 

un linaje genético específico llamado el complejo clonal 17 (CC17), asociado 

con los aislados nosocomiales (Homan et al., 2002). El complejo clonal 17 

(CC17) se caracteriza por resistencia a vancomicina, ampicilina y quinolina, así 

como la presencia de una isla de patogenicidad putativa que incluye el gen esp 

y/o  el gen hyl en la mayoría de los aislados (Top et al., 2008). El complejo 

clonal 17 (CC17), está integrado por tres linajes  principales: ST 17, ST 18 y ST 

78 (Willems et al., 2012); sin embargo, se han encontrado varias STs 

estrechamente relacionadas como: ST 16, ST 203 y ST 412, que están 

diseminadas en todo el mundo (Panesso et al., 2010). Curiosamente, la mitad 

de las cepas dentro del complejo clonal 17 (CC17) se han identificado en 

muestras obtenidas de seres humanos sanos, cerdos, aves de corral y 

animales domésticos, lo que sugiere que éstos son los principales vehículos 

para la diseminación de estas cepas (Willems et al., 2009).
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2. Antecedentes 

2.1 Queso Cotija 
 

El queso Cotija es uno de los principales quesos mexicanos genuinos, debe su 

nombre a la ciudad de Cotija de la Paz en el estado de Michoacán, lugar donde 

se comercializa tradicionalmente. Es elaborado desde hace más de cuatro 

siglos en la sierra de Jalmich,  territorio límite entre Jalisco y Michoacán, las 

zonas reconocidas como auténticas para la producción de este queso se 

encuentran en los municipios de Santa María del Oro en Jalisco, sur de 

Tocumbo y Cotija en Michoacán principalmente, así como en municipio 

aledaños como Jilotlán de los Dolores, Tamazula, Valle de Juárez y de 

Quitupán en Jalisco, y en los Reyes, Peribán, Tancítaro, y Buena Vista 

Tomatlán en Michoacán (Álvarez et al., 2005).  

El queso Cotija es un producto elaborado a partir de leche bronca y entera, de 

ganado criollo, no recibe algún tratamiento térmico y tiene como característica 

principal la maduración de mínimo 3 meses en el lugar de origen. Después del 

proceso de maduración se obtiene una pasta dura, ácida, prensada, no cocida, 

con un alto contenido de sal y de un olor penetrante. Es un queso de gran 

formato pues se produce en voluminosas piezas cilíndricas de 22 kg y 

dimensiones de 40 cm de diámetro por 18 cm de altura en promedio.  El queso 

Cotija no es adicionado con cultivos iniciadores por lo que la microbiota 

presente proviene de las materias primas (leche bronca y sal de grano), así 

mismo de las etapas que se llevan a cabo manualmente y del ambiente 

(García-Saturnino, 2011). 

Bravo en el 2008 llevó a cabo la caracterización por métodos tradicionales y 

dependientes de cultivo de la microbiota del queso Cotija, encontró que la 

misma cambia durante la maduración y después de 3 meses, no se detectan 

levaduras, los coliformes fecales disminuyen por debajo del límite de detección 

(50 NMP/g) indicado en la NOM 121 ―Quesos: frescos, madurados y 

procesados. Especificaciones sanitarias‖. Así mismo, llevó a cabo el 

aislamiento e identificación de bacterias acido lácticas del género Enterococcus 

y Lactobacillus.  Durante la maduración ocurren cambios fisicoquímicos como 

el aumento de acidez, la disminución de la aw   y el pH, lo cual limita el 
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desarrollo de ciertos microorganismos. Aunado a la probable producción de  

peptidoglucano hidrolasas (Serrano, 2010) y bacteriocinas por las BAL, estos 

cambios fisicoquímicos contribuyen a la selección de microorganismos. 

Zúñiga en el 2009 estudió la comunidad bacteriana del queso Cotija por 

métodos moleculares (PCR-DGGE y posterior secuenciación de la región V3 

del gen ADNr 16 S)  lo cual permitió identificar especies de Enterococcus, las 

cuales no son la población dominante, sin embargo están presentes y se 

mantienen durante el periodo de maduración. 

Olvera en el 2013 llevó a cabo la evaluación del potencial de virulencia y 

efectos antibacterianos en 12 grupos de Enterococcus spp.  aislados de 

muestras de queso Cotija ―Región de Origen‖ y de cepas aisladas y 

caracterizadas por el grupo de trabajo, mediante la detección y evaluación de la 

expresión de genes que codifican para factores de virulencia (citolisina, 

proteína de superficie y sustancias de agregación), enterocinas (enterocina A y 

AS-48) y peptidoglucano hidrolasas (AtlA).  

Los resultados obtenidos indican que ningún grupo presenta el gen para 

citolisina (cylA), más de la mitad de los grupos poseen el gen para la sustancia 

de agregación y tienen la capacidad de formar biopelículas, así como las cepas 

A e I de E. faecalis y la cepa B de E. faecium, además todas son capaces de 

adherirse a las líneas celulares Caco-2 y HT-29. Sólo dos grupos y la cepa B 

presentan el gen que codifica para las proteínas de superficie.  El gen que 

codifica para la AtlA se detectó en dos grupos y en la cepa B, aunque se 

detectaron  varias bandas con actividad antibacteriana contra M. lysodeikticus 

para la mayoría de los grupos. El gen de la enterocina AS-48 no se detectó en 

ningún grupo ni cepa aislada. La mitad de los grupos presentan el gen que 

codifica para la enterocina A, activa contra M. lysodeikticus y L. innocua. 

Además, por medio de la técnica de difusión en agar se detectó la actividad 

bacteriostática contra E. coli, S. aureus y L. innocua.  

Olvera concluye que los factores de virulencia detectados se relacionan con la 

capacidad de colonizar, además del papel protagónico que los enterococos 

pueden desarrollar en la inocuidad del producto, por la producción de 
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sustancias con actividad antibacteriana; por lo que el riesgo de una infección 

enterococal por el consumo de queso Cotija, es bajo.  

3. Justificación 

 

En el grupo de trabajo se han aislado enterococos del queso Cotija, los cuales 

se ha demostrado que producen compuestos con actividad antimicrobiana 

(peptidoglucano hidrolasas y enterocinas), presentan antagonismo contra  

microorganismos patógenos y en caso de presentar factores de virulencia, 

éstos se relacionan con la capacidad de colonizar y no de invadir al huésped. 

Sin embargo, con la expansión del CC17  a otros ambientes y poblaciones, el 

hallazgo de cepas nosocomiales detectadas en humanos sanos, animales 

domésticos y de granja, y su potencial distribución mediante alimentos de 

origen animal, vuelve objetable la presencia del género Enterococcus en el 

queso Cotija, ya que no se usa un cultivo iniciador caracterizado sino que se 

trata de una fermentación natural.  

Además, los resultados obtenidos en el grupo de trabajo se determinaron en 

grupos de enterococos identificados a nivel de género. Por lo que se propone 

generar una colección de cepas identificadas a nivel de especie (E. faecalis y 

E. faecium), que serán analizadas, por métodos moleculares, particularmente 

por tipificación por secuenciación multilocus  (MLST) con el fin de  

diferenciarlas de complejos clonales nosocomiales y determinar la existencia 

de un complejo clonal asociado a alimentos. 

4. Hipótesis 
 

Debido a que las cepas analizadas de E. faecium provienen de un alimento, 

que es un hábitat diferente al nosocomial, entonces estás no pertenecerán al 

CC17 y sí se encontrarán estrechamente relacionadas entre sí y con complejos 

clonales no clínicos.  
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5. Objetivos 

 

5.1 Objetivo general  

 

 Determinar la relación de cepas de E. faecium aisladas de un alimento 

artesanal madurado con cepas de E. faecium aisladas de otros 

ambientes utilizando tipificación por secuenciación  multilocus, así como 

establecer el nexo con respecto al CC17. 

5.2 Objetivos particulares 
 

 Aislamiento de cepas de Enterococcus spp. a partir de quesos Cotija con 

al menos 3 meses de maduración en el lugar de origen y de 

agrupaciones de enterococos con los que ya se cuenta en el laboratorio. 

 Caracterización  fenotípica de las de cepas de Enterococcus spp. 

aisladas. 

 Identificación a nivel especie por medio de PCR especie-específica. 

 Determinación de la secuencia tipo de 7 cepas aisladas de quesos 

Cotija. 

 Determinación de  la relación de las 7 cepas aisladas de queso Cotija 

con los complejos clonales reportados en la base de datos de MLST. 
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6. Metodología  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Muestra 
Queso Cotija Región de Origen 

Tratamiento (NOM 110) 
Glicerol 

Agrupación bacteriana 

Enriquecimiento 
Caldo M.R.S. 

37 °C/24 h/250 rpm 

Enriquecimiento 
Selectivo 
Caldo EVA 

37 °C/24 h /250 rpm 

Aislamiento 
Medio KAA 
37 °C/24 h 

Prueba Catalasa 

Tinción Gram 

Enriquecimiento 
Caldo M.R.S. 

37 °C/24 h 
 

Extracción de ADN         

Kit fast ID 

Caracterización 
Fenotípica 

Crecimiento:  
4 °C, 45 °C 

 37 °C y 6.5% NaCl 

Glicerol 
 

Colección de 

enterococos 

Conservación  

Colección de enterococos 

PCR especie-específica 

 

Enterococcus spp.  E. faecium  E. faecalis 

MLST de E. faecium  

T  Figura 1. Diagrama general de trabajo 
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6.1 Descripción de las muestras 
 

Se analizaron 7 quesos Cotija ―Región de Origen‖ con más de 3 meses de 

maduración (en el lugar de origen) y almacenados en congelación a -70 °C 

(triturados y homogeneizados omitiendo la corteza del queso) en el laboratorio 

desde hace más de 4 años (Tabla 1). En el laboratorio existe una colección de 

muestras de queso Cotija, fueron seleccionadas 3 muestras en las que se 

detectó ADN de microorganismos patógenos y 4 muestras con calidad 

microbiología aceptable, con el fin de determinar diferencias genómicas entre 

los enterococos aislados. Además en este trabajo se incluyeron 2 agrupaciones 

de Enterococcus spp. que ya se tenían en el laboratorio,  4 cepas de 

Enterococcus faecium y 3 cepas de Enterococcus faecalis, aisladas y 

caracterizadas anteriormente por el grupo de trabajo, así como 3 cepas de 

colección (Tabla 2).  

 
Tabla 1.  Muestras de queso Cotija y región de la que fueron obtenidas. 

Muestra Región de origen Calidad microbiológica 

Queso A Cotija (Mich) Presencia de ADN  
Salmonella spp. 

Queso B Santa María del Oro 
(Jal) 

Presencia de ADN  
Salmonella spp. 

Queso C Quitupán (Jal) Presencia de  ADN 
Salmonella spp. 

Queso D Quitupán (Jal) Aceptable 

Queso E Quitupán (Jal) Aceptable 

Queso F Quitupán (Jal) Aceptable 

Queso G Santa María del Oro 
(Jal) 

Aceptable 

 

Tabla 2.  Agrupaciones, cepas aisladas y de colección utilizadas en este trabajo. 

Cepas Origen 
Agrupación 4 Obtenidas por el grupo de 

trabajo (Olvera, 2013). Agrupación 5 
Cepa A: Enterococcus faecalis  

 
Aisladas y caracterizadas por 

el grupo de trabajo 
(Bravo, 2008). 

Cepa B: Enterococcus faecium  
Cepa C: Enterococcus faecium  

Cepa D: Enterococcus faecium  
Cepa E: Enterococcus faecalis 

Cepa G: Enterococcus faecium  
Cepa I: Enterococcus faecalis 
Cepa ATCC 700802:  E. faecalis Cepas de colección. 

Cepa ATCC 29212: E. faecalis 
Cepa ATCC 47077: E. faecalis 

Cepa MXVK29: E. faecium  Dra. Edith Ponce UAM-I 
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Una agrupación consiste en la mezcla de 20 colonias que fueron obtenidas a 

partir del aislamiento en medio KAA provenientes de un mismo queso Cotija y 

que presentaron crecimiento característico  de Enterococcus spp. 

 

La metodología que se utilizó consistió en 8 etapas: preparación de la muestra, 

enriquecimiento, aislamiento, caracterización fenotípica, conservación de la 

cepa, extracción de ADN, PCR especie-específica e identificación de las cepas, 

y análisis MLST de E. faecium.  

6.2 Preparación de la muestra y enriquecimiento para 

Enterococcus spp. 

 

La primera etapa consistió en la preparación de la muestra, como se indica en 

la NOM 110 ―Preparación y dilución de muestras de alimentos para su análisis 

microbiológico‖. Después del descongelado a 4 °C durante 18 h, se pesaron  

10 g de muestra dentro de una bolsa estéril (Seward laboratory, London, UK) y 

se adicionaron 90 mL de agua peptonada (0.85 % NaCl p/v y 1 % Peptona de 

caseína p/v). Se homogenizó  en un Stomacher 400 circulator (Seward 

laboratory, London, UK) durante 2 minutos a máxima velocidad.  

Para la etapa de enriquecimiento se inoculó 1 mL de la suspensión en caldo 

MRS (de Man, Rogosa, Sharpe; OXOID), se incubó a 37 °C, 250 rpm durante 

24 horas en una incubadora INNOVA 4000, New Brunswick Scientific. En el 

caso de las agrupaciones de enterococos se tomaron 50 µL de un vial 

criogénico y se inocularon en 10 mL de caldo MRS.  Se incubó a 37 °C, 250 

rpm durante 24 horas. Después del periodo de incubación se inoculó 1 mL del 

cultivo en MRS en caldo etil-violeta-azida (EVA, CONDA) y se incubó a 37 °C, 

250 rpm durante 24 a 48 horas.  

6.3 Aislamiento, conservación,  caracterización bioquímica y 

fenotípica  

 

En la etapa de aislamiento, después del periodo de incubación en caldo EVA 

se sembró por agotamiento en medio sólido de kanamicina-esculina-azida de 

sodio (KAA, OXOID), al cual se le agregó  1 mg kanamicina una vez 

reconstituido,  las placas se incubaron a 37 °C por 24 horas. A partir de 
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colonias con crecimiento característico de Enterococcus spp. se realizó tinción 

de Gram, prueba de catalasa y se inoculó en 10 mL de caldo MRS el cual se 

incubó a 37 °C durante 8 horas. 

Del cultivo en MRS se  llevaron a cabo 3 acciones: 

a) Caracterización de crecimiento. Se tomaron 100 µL del cultivo, se 

inocularon en 10 mL de caldo MRS y se incubó a 37 °C (con 6.5 % 

NaCl), y a 4 °C y 45 °C. se observó si hubo turbidez a las 24 y 48 h. 

b) Conservación de la cepa. Se tomaron 800 μL del cultivo, se colocaron en 

viales criogénicos adicionados con 200 μL de glicerol (80%) y se 

almacenaron a  -20 °C.    

c) Inoculación de 100 mL de caldo MRS el cual se incubó a 37 °C, 250 rpm 

por 8 h, el desarrollo  se utilizó para la extracción de ADN.   

6.4 Extracción de ADN 
 

Para la extracción de ADN se partió de un cultivo 100 mL en caldo MRS. El 

crecimiento se detuvo a las 8 h, es decir, durante la fase exponencial de 

crecimiento (Olvera-García, 2010). Para separar las células del medio se 

centrifugó a 10,015 x g durante 15 min a 4 °C (Biofuge Primo R, Haereus). 

Después se realizaron tres lavados con solución salina isotónica (0.85% p/v, 

pH 7) y se recuperaron las células centrifugando en las mismas condiciones. 

Se utilizó el kit Fast ID Genomic DNA Extraction (Genetic ID, USA), siguiendo 

las instrucciones del proveedor. La extracción de ADN se basa en la liberación 

del material genético, mediante el uso de detergentes y de enzimas, que 

rompen  y digieren las proteínas de membrana celular. El ADN se une  a una 

membrana de sílica por afinidad y se eliminan contaminantes con lavados con 

etanol al 70% para ser finalmente eluido con buffer Tris-EDTA.  

Una vez que fue obtenido el ADN de cada cepa se cuantificó utilizando el 

espectrofotómetro para microplacas Epoch (BioTek, USA) y una placa Take 3 

micro-volume (BioTek, USA). 
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6.5 Identificación de cepas de Enterococcus faecalis y 

Enterococcus faecium  por PCR especie-específica  

                       

La técnica PCR especie-específica se basa en la amplificación de un gen único 

a nivel de especie (presencia-ausencia y tamaño del mismo) el cual permite 

hacer una identificación rápida. La colección de cepas  aisladas del queso 

Cotija y agrupaciones de enterococos comprendió 39 cepas. Debido a la gran 

cantidad de muestras a analizar, se usó la reacción  de PCR en tiempo real, ya 

que ésta permite, empleando un fluorocromo de unión inespecífica a la doble 

cadena de ADN (SYBR Green) identificar fragmentos amplificados de ADN 

específicos, a partir de la temperatura de fusión (Tm), que es particular para el 

fragmento amplificado que se está buscando, y cuyos resultados son obtenidos 

a partir de la observación de la curva de disociación.  

Los cebadores Ef0027 (Directo e Inverso) flanquean el gen Ef0027 que codifica 

para un  regulador transcripcional putativo de unión a un fosfoazúcar, 

permitiendo la amplificación de un fragmento de 518 pb con una temperatura 

de fusión de 79 °- 80 °C, este gen está presente únicamente  en E. faecalis y 

no muestra homología en otros genomas microbianos, tales como E. faecium 

(Liu et al., 2005). Por esta razón fue seleccionado para la identificación de 

Enterococcus faecalis utilizando la reacción de PCR en tiempo real.  

La especificidad de los cebadores se analizó por algoritmo BLASTn (Basic 

Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology  Information 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Tabla 3. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR especie -específica para 

Enterococcus faecalis. 

Cebador Secuencia 5’- 3’ Gen Tamaño 
amplicón 

Tm 
(°C) 

Condiciones de PCR Referencia 

Ef0027 D 

 
Ef0027 I 

GCCACTATTTCTCGGA

CAGC 
GTCGTCCCTTTGGCAA
ATAA 

Ef0027 

(E. faecalis) 

518 pb 79-80  1 ciclo: 94 °C, 2 min.  

30 ciclos: 94 °,20 s.   
60 °, 45 s y  72 °C 45 s.  
1 ciclo: 72 °C, 2 min. 
 

Liu et al., 

2005 

 

Las condiciones de la reacción fueron: desnaturalización inicial a 94 °C durante 

2 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 20 s, 

alineamiento o hibridación a 60 °C durante 45 s y polimerización o extensión a 

72 °C durante 2 min; y una extensión final a 72 °C durante 10 min.  

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 20 μL usando 

mezcla de reacción SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems, USA), 

los cebadores Ef0027D y Ef0027I  (0.4 μM) y 50 ng de ADN de cada muestra. 

Una vez identificadas las cepas de Enterococcus faecalis, se realizó PCR punto 

final para la identificación de las cepas restantes. Se utilizaron los cebadores 

específicos FAC  (Directo e Inverso) para amplificar el gen ddl presente en 

Enterococcus faecium  y reportados por  Deparieu et al., en el 2004. El tamaño 

del amplicón esperado después de la reacción de PCR es de 1091 bp, siendo 

el criterio de identificación de las cepas como Enterococcus faecium.   

La especificidad de los cebadores se analizó por algoritmo BLASTn (Basic 

Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology Information, 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

 

Tabla 4. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR especie -específica para 

Enterococcus faecium. 

Cebador Secuencia 5’- 3’ Gen Tamaño 

del 
amplicón 

Tm 

(°C) 

Condiciones de PCR Referencia 

FAC D 
 

FAC I 

GAGTAAATCACTGA
ACGA 
CGCTGATGGTATCG

ATTCAT 

ddl 
(E. faecium) 

1090 pb 81.1 1 ciclo: 94 °C, 3 min.  
30 ciclos: 94 °, 1 min.  
54 °, 1 min y 72 °C, 1 

min.  
1 ciclo: 7 min 72 °C. 
 

Deparieu  et 
al. 2004 

 

Las condiciones de la reacción fueron: desnaturalización inicial a 94 °C durante 

3 min, seguida de 30 ciclos de desnaturalización a 94 °C durante 1 min, 

alineamiento o hibridación a 54 °C durante 1 min y polimerización o extensión a 

72 °C durante 1 min; y una extensión final a 72 °C durante 10 min.  

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 25 μL usando buffer 

Taq+ MgCl2 (1x), dNTP´s (0.2 mM), cebadores FACD y FACI (0.4 μM), 100 ng 

de ADN de cada muestra y 0.25 U de Taq  polimerasa (Roche). 

Después de la amplificación, los productos de PCR se examinaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tinción se realizó con bromuro 

de etidio 0.1%. Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM, 

USA).   

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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6.6 Análisis MLST de Enterococcus faecium 
 

 Siete cepas identificadas como E. faecium fueron analizadas por MLST 

(http://efaecium.mlst.net; Homan et al., 2002) usando los cebadores disponibles 

en  http://efaecium.mlst.net/misc/info.asp. (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Secuencia de cebadores y condiciones de PCR para MLST de E. faecium 

Gen Cebador Secuencia 5’- 3’ Tamaño 

amplicón 

(bp) 
Condiciones de 

PCR 

Phusion DNA pol  
adk  

(adenilato cinasa) 
adkD 

adkI 

TATGAACCTCATTTTAATGGG 

GTTGACTGCCAAACGATTTT 

  

437 1 ciclo:  98 °C, 

30 s 
30 ciclos:  

98 °C, 10 s 
50 °C, 30 s y  

72 °C, 15 s  
1 ciclo: 72 °C, 

10 min 
  

atpA  
(ATP sintasa, subunidad 

alfa) 

atpAD 

atpAI 

CGGTTCATACGGAATGGCACA 

AAGTTCACGATAAGCCACGG 

  

556 

ddl  
(D-alanina:D-alanina 

ligasa) 

ddlD 

ddlI 

GAGACATTGAATATGCCTTATG 

AAAAAGAAATCGCACCG 

  

465 

gdh 
(glucosa-6-fosfato 

deshidrogenasa) 

gdhD 

gdhI 

GGCGCACTAAAAGATATGGT 

CCAAGATTGGGCAACTTCGTCC
CA 

  

530 

gyd  
(gliceraldehido-3-fosfato 

deshidrogenasa) 

gydD 

gydI 

CAAACTGCTTAGCTCCAATGGC 

CATTTCGTTGTCATACCAAGC 

  

395 

purK  
(subunidad 

fosforibosilaminoimidazol 

carboxilasa ATPasa) 

purKD 

purKI 

CAGATTGGCACATTGAAAG 

TTCATTCACATATAGCCCG 

492 

pstS  
(transportador ABC) 

pstSD 

pstSI 

TTGAGCCAAGTCGAAGCTGGA 

CGTGATCACGTTCTACTTCC 

  

583 

 

Los perfiles alélicos fueron obtenidos por la secuenciación de los fragmentos 

internos de siete genes altamente conservados: adk (adenilato cinasa), atpA 

(ATP sintasa, subunidad alfa), ddl (ligasa D-alanina:D-alanina), gdh (glucosa-6-

fosfato deshidrogenasa), gyd (gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa), purK 

http://efaecium.mlst.net/
http://efaecium.mlst.net/misc/info.asp
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(subunidad fosforibosilaminoimidazol carboxilasa ATPasa) y pstS 

(transportador ABC).  

 

Las condiciones para todas las reacciones de amplificación fueron las 

siguientes: desnaturalización inicial a 98 °C durante 30 s, seguida de 35 ciclos 

de desnaturalización a 98 °C durante 10 s, alineamiento o hibridación a 50 °C 

durante 30 s y polimerización o extensión a 72 °C durante 15 s y una extensión 

final a 72 °C durante 10 min.  

 

La reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen final de 50 μL usando buffer 

Phusion HF+MgCl2 (1x), dNTP´s (0.2 mM), cebadores directo e inverso (0.2 

μM) para cada gen respectivamente, 100 ng de ADN de cada muestra y 0.5 U 

de Phusion DNA polimerasa (Thermo Fisher Scientific, USA).  

 

Después de la amplificación, los productos de PCR se examinaron mediante 

electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v). La tinción se realizó con bromuro 

de etidio 0.1%. Los geles se examinaron en un transiluminador (Hoefer UVTM, 

USA).  

 

Los productos de PCR fueron purificados con el kit DNA Clean & 

ConcentratorTM-5, (Zymo Research, USA), cuantificados utilizando el 

espectrofotómetro para microplacas Epoch (BioTek, USA) y una placa Take 3 

micro-volume (BioTek, USA), y secuenciados con sus respectivos cebadores 

por Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur), mediante secuenciación de Sanger, la 

cual se basa en la polimerización del ADN con dideoxinucleótidos (ddNTPs) 

marcados con fluoróforos y se resuelve mediante una electroforesis capilar 

(Sanger, 1977).  

 

Las secuencias de cada uno de los loci fueron alineadas con las reportadas en 

la base de datos (http://efaecium.mlst.net/sql/concatenate/default.asp), una vez 

asignado un número a cada alelo, se generó un perfil alélico con la 

combinación de los siete alelos y se definió una secuencia tipo para cada una 

de las cepas. 

 

http://efaecium.mlst.net/sql/concatenate/default.asp
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Se realizó el análisis clúster de las secuencia tipo obtenidas, utilizando la base 

de datos de MLST (http://efaecium.mlst.net/#) y el algoritmo e-BURST 

disponible en línea (http://efaecium.mlst.net/eburst/ ).  

El algoritmo e-BURST fue desarrollado como una forma de mostrar las 

relaciones entre cepas de una especie bacteriana, utiliza un modelo de 

evolución bacteriana en el que un genotipo ancestral (fundador) aumenta la 

frecuencia de hallazgo en la población y mientras lo hace comienza a 

diversificarse para producir un grupo de genotipos estrechamente relacionados 

que son descendientes del genotipo fundador, mostrando el resultado como un 

diagrama radial,  el cual tiene al centro el genotipo fundador predicho mientras 

que los genotipos relacionados se encuentra conectados entre sí. El 

procedimiento fue desarrollado para ser usado con los datos producidos por 

MLST (Feil et al., 2004).  

Es importante mencionar que el diagrama radial producido por el algoritmo de 

e-Burst no representa la evolución bacteriana, simplemente produce una 

hipótesis acerca de la forma en que cada complejo clonal pudo haber surgido y 

diversificado. 

7. Resultados y discusión 
 

Se llevó a cabo el aislamiento de colonias de Enterococcus spp. provenientes 

de muestras de queso Cotija ―Región de Origen‖ y de agrupaciones de 

enterococos aisladas previamente del mismo alimento (Tabla 6), se utilizó el 

caldo MRS, el cual permite la recuperación del microorganismo e inhibe el 

crecimiento de Gram-negativos debido a la presencia de citrato de amonio. Así 

mismo se utilizó  el caldo EVA (medio selectivo), el desarrollo fue abundante y 

característico de enterococos, dado el cambio de coloración de violeta a 

amarillo paja. Los cultivos  en caldo EVA fueron sembrados por agotamiento en 

placas de KAA. Se observó crecimiento típico del género Enterococcus; 

colonias circulares blancas o grises,  con un diámetro alrededor de 2 mm, 

rodeadas de un halo negro debido a la hidrólisis de la esculina. Este medio 

también es selectivo para Enterococcus dada la presencia del antibiótico 

kanamicina. 

http://efaecium.mlst.net/
http://efaecium.mlst.net/eburst/
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Tabla 6. Colonias seleccionadas de muestras de queso Cotija y agrupaciones de 

enterococos. 

Muestra Colonias 
aisladas 

Muestra Colonias 
aisladas 

Queso A 3 Queso  F Ausencia de 
colonias 
típicas 

Queso B 4 Queso G 5 

Queso C 4 Agrupación 
4 

8 

Queso D 5 Agrupación 
5 

5 

Queso E 5 Total 39 

 

Es importante mencionar que del queso F no se logró el aislamiento de 

colonias características del género Enterococcus, en la etapa de 

enriquecimiento se observó crecimiento abundante en el caldo MRS, sin 

embargo después de inocular el caldo EVA e incubar durante 48 horas no se 

observó crecimiento. Se repitió el análisis a este queso para confirmar el 

resultado.  El desarrollo en caldo MRS indica la presencia de bacterias ácido 

lácticas, sin embargo no se obtuvo desarrollo en un medio selectivo para 

enterococos. Debido a que se trata de un queso artesanal al cual no se le 

agrega un cultivo iniciador y la microbiota presente depende del ambiente y las 

condiciones de maduración es posible que el género Enterococcus esté 

ausente en este queso. 

7.1 Caracterización parcial de cepas aisladas de queso Cotija y 

agrupaciones de enterococos  

 

Los enterococos son bacterias Gram-positivas, no esporuladas, no móviles, no 

formadoras de pigmentos, catalasa, reductasa y oxidasa negativas; así mismo, 

son resistentes a la kanamicina, la cual es una resistencia intrínseca y se 

encuentra codificada en cromosoma. Con estos datos se hizo una 

caracterización parcial respecto a su resistencia a la kanamicina, la ausencia 

de la enzima catalasa y la tinción de Gram.  

Los cultivos en medio EVA, pertenecientes a las 7 muestras de queso Cotija y 

las agrupaciones de enterococos, se sembraron por agotamiento en medio 

solido KAA. Las colonias obtenidas en este medio lograron hidrolizar la 

esculina (Figura 2), se observaron con halos negros alrededor de las mismas, 
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debido a la formación de compuestos fenólicos de hierro derivados de los 

productos de hidrólisis de la esculina y Fe+2, con lo cual se corrobora la 

presencia de enterococos. 

 

De cada placa de KAA se seleccionaron colonias aisladas con crecimiento 

típico y se realizó la  técnica de tinción de Gram y la prueba de la catalasa 

(Tabla 7), se observaron  al microscopio para confirmar la presencia uniforme  

de cocos Gram-positivos (Figura 3) y la ausencia de la enzima catalasa como 

parte de la caracterización.   

 

Así mismo cada colonia caracterizada parcialmente fue inoculada en caldo 

MRS y se incubó a 37 °C, durante 8 horas, para obtener un cultivo joven, el 

cual tiene dos propósitos, la conservación de la cepa  y la caracterización del 

crecimiento en diferentes condiciones. 

 

Tabla 7. Tinción de Gram y prueba de catalasa de colonias aisladas de           

Enterococcus spp. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cepa Cat Gram Cepa Cat Gram Cepa Cat Gram 

Queso A-1 (-) (+) Queso D-3 (-) (+) Agrupación 
4-1 

(-) (+) 

Queso A-2 (-) (+) Queso D-4 (-) (+) Agrupación  
4-2 

(-) (+) 

Queso A-3 (-) (+) Queso D-5 (-) (+) Agrupación  
4-3 

(-) (+) 

Queso B-1 (-) (+) Queso E-1 (-) (+) Agrupación  
4-4 

(-) (+) 

Queso B-2 (-) (+) Queso E-2 (-) (+) Agrupación  
4-5 

(-) (+) 

Queso B-3 (-) (+) Queso E-3 (-) (+) Agrupación 
4-6 

(-) (+) 

Queso B-4 (-) (+) Queso E-4 (-) (+) Agrupación  
4-7 

(-) (+) 

Queso C-1 (-) (+) Queso E-5 (-) (+) Agrupación  

4-8 

(-) (+) 

Queso C-2 (-) (+) Queso G-1 (-) (+) Agrupación  
5-1 

(-) (+) 

Queso C-3 (-) (+) Queso G-2 (-) (+) Agrupación  

5-2 

(-) (+) 

Queso C-4 (-) (+) Queso G-3 (-) (+) Agrupación  
5-3 

(-) (+) 

Queso D-1 (-) (+) Queso G-4 (-) (+) Agrupación  

5-4 

(-) (+) 

Queso D-2 (-) (+) Queso G-5 (-) (+) Agrupación  
5-5 

(-) (+) 

*Cat= prueba de catalasa 

*Agrupación= cepas de Enterococcus spp. 
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Figura 2. Crecimiento típico del género 

Enterococcus spp. en medio KAA; colonias 

circulares blancas o grises,  con un diámetro 

alrededor de 2 mm, rodeadas de un halo 

negro. 

Figura 3. Tinción de Gram de una 

colonia aislada de Enterococcus spp. 

en medio KAA;  se observan cocos 

en pares o cadenas cortas Gram-

positivos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

7.2 Caracterización del crecimiento de cepas aisladas de 

enterococos en diferentes condiciones de cultivo y 

conservación  

 

Se realizó esta caracterización inoculando con el cultivo joven tubos con caldo 

MRS y se incubaron a 37 °C (con 6.5% NaCl), y a 4 °C  y 45 °C. Todas las 

colonias mostraron el crecimiento a las distintas temperaturas, típico de 

enterococos (Tabla 8).  

 

Del cultivo joven en caldo MRS se tomaron 800 μL y se colocaron en viales 

criogénicos para su conservación, adicionados con 200 µL de glicerol (80% v/v) 

y se almacenaron a -20 °C. La colección de cepas comprende 39 aislados, la 

caracterización preliminar fenotípica de los aislados sugiere que pertenecen al 

género Enterococcus  por lo que se continuó con la extracción de ADN de cada 

cepa. 
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Tabla 8. Caracterización fenotípica de cepas aisladas de Enterococcus spp. 

*Agrupación= cepas de Enterococcus spp. 

 

7.3 Extracción y cuantificación de ADN de cepas aisladas de 

Enterococcus spp. 

 

Para la extracción de ADN se utilizó el kit Fast ID Genomic DNA Extraction 

(Genetic ID, USA). Debido a que se presentaban concentraciones muy bajas 

fue necesario realizar un paso de concentración hasta un tercio del volumen, 

para ello se utilizó el concentrador DNA Speedvac (Savant, USA) y se volvió 

cuantificar el ADN (Tabla 9), obteniéndose las concentraciones necesarias para 

la reacción de PCR.  

 

Las cepas A, B, C, D, E, G, e I (Tabla 10) fueron aisladas y caracterizadas por 

Bravo en el 2008 e identificadas mediante la secuenciación de la región V3 del 

gen ADNr 16S (Zúñiga, 2009). Estas cepas fueron utilizadas en este trabajo 

como cepas de referencia junto a las cepas de colección ATCC 700802, ATCC 

47077 y ATCC 29212, las tres pertenecientes a E. faecalis. 

 

 

 

 

Cepa Crecimiento Cepa Crecimiento Cepa Crecimiento 
4°C 
48h 

45°C 
24 h 37°C 

6.5 

% 
NaCl 
24 h 

4°C 
48 h 45°C 

24 h 37°C 
6.5 

% 
NaCl 
24 h 

4°C 
48h 45°C 

24 h 37°C 
6.5 

% 
NaCl 
24 h 

Queso A-1 (+) (+) (+) Queso D-3 (+) (+) (+) Agrupación  4-1 (+) (+) (+) 

Queso A-2 (+) (+) (+) Queso D-4 (+) (+) (+) Agrupación  4-2 (+) (+) (+) 

Queso A-3 (+) (+) (+) Queso D-5 (+) (+) (+) Agrupación  4-3 (+) (+) (+) 

Queso B-1 (+) (+) (+) Queso E-1 (+) (+) (+) Agrupación  4-4 (+) (+) (+) 

Queso B-2 (+) (+) (+) Queso E-2 (+) (+) (+) Agrupación  4-5 (+) (+) (+) 

Queso B-3 (+) (+) (+) Queso E-3 (+) (+) (+) Agrupación  4-6 (+) (+) (+) 

Queso B-4 (+) (+) (+) Queso E-4 (+) (+) (+) Agrupación  4-7 (+) (+) (+) 

Queso C-1 (+) (+) (+) Queso E-5 (+) (+) (+) Agrupación  4-8 (+) (+) (+) 

Queso C-2 (+) (+) (+) Queso G-1 (+) (+) (+) Agrupación  5-1 (+) (+) (+) 

Queso C-3 (+) (+) (+) Queso G-2 (+) (+) (+) Agrupación  5-2 (+) (+) (+) 

Queso C-4 (+) (+) (+) Queso G-3 (+) (+) (+) Agrupación  5-3 (+) (+) (+) 

Queso D-1 (+) (+) (+) Queso G-4 (+) (+) (+) Agrupación  5-4 (+) (+) (+) 

Queso D-2 (+) (+) (+) Queso G-5 (+) (+) (+) Agrupación  5-5 (+) (+) (+) 
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Tabla 9. Concentración de ADN de cepas aisladas de Enterococcus spp. 

*Agrupación= cepas de Enterococcus spp. 

 

 

Tabla 10. Concentración de ADN de cepas de referencia y de colección. 

 

 

7.4 Identificación de cepas de Enterococcus faecalis y 

Enterococcus faecium  por PCR especie-específica 

 

Para la identificación de cepas de E. faecalis y E. faecium se utilizaron los 

cebadores específicos descritos por Liu et al., 2005 y Deparieu et al., 2004, 

respectivamente. Se evaluó la especificidad de los cebadores por algoritmo 

BLASTn (Basic Local Aligment Search Tool, National Center of Biotechnology  

Information).   https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi.  

Cepa ADN 

(ng/µL) 
 

R 

260/280 

Cepa ADN 

(ng/µL) 
 

R 

260/280 

Cepa ADN 

(ng/µL) 
 

R 

260/280 

Queso A-1 126.967 2.312 Queso D-3 33.583 
 

1.731 
 

Agrupación  
4-1 

202.628 
 

2.293 

Queso A-2 95.799 2.149 Queso D-4 22.261 
 

3.08 
 

Agrupación  
4-2 

279.751 
 

2.237 

Queso A-3 216.742 2.132 Queso D-5 17.497 
 

2.413 
 

Agrupación  
4-3 

251.257 
 

1.823 

Queso B-1 8.113 2.385 Queso E-1 14.551 

 

2.244 

 

Agrupación  

4-4 

376.947 

 

2.217 

Queso B-2 2.513 1.846 Queso E-2 60.563 
 

2.407 Agrupación  
4-5 

235.713 
 

2.125 

Queso B-3 21.684 1.935 Queso E-3 52.706 
 

2.19 
 

Agrupación  
4-6 

54.919 
 

2.292 

Queso B-4 21.187 2.033 Queso E-4 19.737 
 

1.933 
 

Agrupación  
4-7 

127.271 
 

1.970 

Queso C-1 11.376 2.649 Queso E-5 19.666 
 

2.717 
 

Agrupación  
4-8 

90.962 
 

1.746 

Queso C-2 14.091 2.187 Queso G-1 140.913 

 

2.276 

 

Agrupación  

5-1 

30.727 

 

2.406 

 

Queso C-3 17.474 2.101 Queso G-2 98.953 
 

2.313 
 

Agrupación  
5-2 

18.670 
 

1.289 
 

Queso C-4 44.454 2.019 Queso G-3 31.951 
 

2.268 
 

Agrupación  
5-3 

20.681 
 

2.179 
 

Queso D-1 22.208 
 

2.109 
 

Queso G-4 90.689 
 

2.292 
 

Agrupación 
5-4 

16.083 
 

2.905 
 

Queso D-2 139.918 
 

2.207 
 

Queso G-5 151.739 
 

2.086 
 

Agrupación  
5-5 

92.653 
 

2.220 
 

Cepa de referencia ADN 

(ng/µL) 
 

Cepa de referencia ADN 

(ng/µL) 
 

Cepa de colección  ADN 
(ng/µL) 

  
Cepa A: E. faecalis 52.346 

 

Cepa E: E. faecalis 181.713 

 

 ATCC 700802: E. faecalis 141.951 

Cepa B: E. faecium 10.158 
 

Cepa G: E. faecium 26.252 
 

 ATCC 29212: E. faecalis  159.439 
 

Cepa C: E. faecium 19.973 
 

Cepa I: E. faecalis 99.939 
 

ATCC 47077: E. faecalis 100.525 
 

Cepa D: E. faecium 
 

11.947 
 

MXVK29: E. faecium 141.903   

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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7.5 PCR en tiempo real 

 

La reacción de PCR en tiempo real permitió la identificación a nivel de especie 

de E. faecalis, a través de la observación de una curva de disociación debida a 

la presencia del amplicón del gen Ef0027, el cual únicamente está presente en 

esta especie y codifica para un regulador transcripcional putativo de unión a un 

fosfoazúcar, de un tamaño de 518 pb, el cual teóricamente presenta una 

temperatura de fusión de 79 °-80 °C. 

 

La temperatura de fusión teórica fue calculada utilizando la secuencia del 

genoma de  Enterococcus faecalis ATCC 29212, GenBank: CP008816.1. Se 

alinearon los cebadores EF0027 directo e inverso con la secuencia de E. 

faecalis utilizando el programa en línea ClustalW2,  

(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) y se obtuvo la secuencia del 

amplicón esperado. La secuencia del amplicón fue introducida en el programa 

en línea OligoCalc (http://simgene.com/OligoCalc), el cual realiza el cálculo de 

las propiedades físicas como la temperatura media de fusión.   

 

Una vez analizada la especificidad de los cebadores se  realizó la reacción de 

PCR en tiempo real de los templados de las cepas obtenidas por el grupo de 

trabajo y las cepas de colección con la finalidad de verificar  la amplificación del 

gen Ef0027. En la Figura 4 se observa la curva de disociación en la que 

únicamente el control positivo (cepa ATTC 29212: E. faecalis) presenta un pico 

a la temperatura 79.6 °C, lo cual indica que se produjo la amplificación del gen 

Ef0027 y que su temperatura media de fusión coincide con lo esperado, 

mientras que el control negativo (cepa D: E. faecium) y el blanco  (NTC) no 

presentan ningún pico. 

 

http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://simgene.com/OligoCalc
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Figura 4.  Curva de disociación obtenida por PCR en tiempo real de la cepa de colección  

ATTC 29212: E. faecalis. 

 

La reacción de PCR en tiempo real se realizó por triplicado (Figura 5) para 

cada cepa aislada del queso Cotija y de agrupaciones de enterococos, se 

incluyó un blanco de reacción (NTC), se utilizó como control negativo la cepa 

D: E. faecium (genoma completamente secuenciado en el grupo de trabajo) y 

como control positivo la cepa de colección E. faecalis ATTC 29212. En la Tabla 

11 se muestran las 13 cepas identificadas presuntivamente como E. faecalis y 

su temperatura de fusión. 

 

 

Figura 5.  Curva de disociación obtenida por PCR en tiempo real de la cepa Queso B-1 

aislada del queso Cotija. 

 

 

 

 

Queso B-1 Tm=79.6° C 

Tm=79.6 °C 
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Tabla 11.  Cepas identificadas presuntivamente como E. faecalis por PCR en tiempo real. 

Cepa Tm Cepa Tm 

Queso A-1 79.9 °C Queso C-2 79.9 °C 

Queso A-2 79.6 °C Queso C-4 80.3 °C 

Queso A-3 79.9 °C Queso D-1 80.0 °C 

Queso B-1 79.9 °C Queso G-2 80.0 °C 

Queso B-2 79.6 °C Agrupación  5-1 80.0 °C 

Queso B-3 79.9 °C Agrupación  5-2 79.7 °C 

Queso C-1 79.6 °C   

 

7.6 PCR punto final 
 

El gen ddl codifica para una ligasa D-Ala:D–Ala, presente en E. faecium, se 

utilizaron los cebadores específicos para este gen, FAC (Directo e Inverso). El 

tamaño del amplicón esperado después de la reacción de PCR es de 1091 bp, 

siendo el criterio de identificación de las cepas de Enterococcus faecium.   

Después de analizar la especificidad de los cebadores, se  realizó la reacción 

de PCR de punto final  de las cepas de referencia y las cepas de colección con 

la finalidad de verificar  la amplificación del gen ddl en las especies de E. 

faecium.  

 

La reacción de PCR punto final se realizó para las cepas restantes aisladas del 

queso Cotija y de agrupaciones de enterococos (Figura 6), se incluyó un blanco 

de reacción  (carril 2), se utilizó como control negativo la cepa de colección E. 

faecalis ATCC 47077(carril 3) y como control positivo las cepas C y D de E. 

faecium (carriles 4 y 5 respectivamente). En la Tabla 12 se muestran las 12 

cepas identificadas presuntivamente como E. faecium. 

 

En total se logró la identificación de 25 cepas; 13 cepas de E. faecalis y 12 

cepas de E. faecium, no se logró identificar a nivel de especie 14 cepas debido 

a que probablemente se traten de otras especies de enterococos.   

Se han encontrado las especies Enterococcus italicus, Enterococcus 

casseliflavus y Enterococcus gallinarum por anotación con genes marcadores 

de copia única en el metagenoma de queso Cotija (Escobar, en revisión), por lo 
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1091 bp 

1091 bp 

que es posible que algunas de las cepas no identificadas pertenezcan a estas 

especies. 

 

En la Tabla 13 se observan las cepas identificadas como E. faecalis y E. 

faecium, así como del queso o agrupación de la que fue aislado y la región de 

origen. 

 

Figura 6.  Gel de agarosa de PCR punto final para detectar gen ddl.  Carril 1 y 9: 
marcador 1 kb DNA Ladder (GeneRuler); carril 2: Blanco; carril 3: Control negativo E. 
faecalis ATCC 47077; carril 4 y 5: control positivo cepa C y cepa D  de E. faecium; carril 

6: cepa A4-1; carril 7: cepa A4-2; carril 8: cepa A4-3; carril 10: cepa A4-4; carril 11: cepa 
A4-5; carril 12: cepa A4-6; carril 13: cepa A4-7; carril 14: A4-8; carril 15: Queso G-1; carril 
16 cepa Queso E-1.  

 

 

Tabla 12.  Cepas identificadas presuntivamente como E. faecium por PCR punto final. 

Cepa Cepa 

Queso D-2 Queso G-5 

Queso D-3 Agrupación  4-1 

Queso E-2 Agrupación  4-2 

Queso E-4 Agrupación  4-3 

Queso G-3 Agrupación  4-6 

Queso G-4 Agrupación  4-8 
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De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 13) se observa que la población 

de enterococos para cada queso es diferente. Esto es debido a que el queso 

Cotija es elaborado de manera artesanal, no se usan cultivos iniciadores por lo 

que la microbiota presente proviene de las materias primas con las que se 

elabora el queso (leche bronca y sal de grano), así como de las etapas 

manuales y del ambiente (García-Saturnino, 2011). Durante su elaboración no 

se incluye ningún tipo de tratamiento térmico por lo que cada queso tiene una 

carga microbiana diferente que se va modificando durante la maduración. 

 
Tabla 13.  Cepas identificadas por queso Cotija o agrupación. 

Muestra Región de origen Cepas E. faecalis Cepas E. faecium Cepas identif icada como 

Enterococcus spp 

Queso A Cotija (Mich) Queso A-1 
Queso A-2 
Queso A-3 

  

Queso B Santa María del Oro 
(Jal) 

Queso B-1 
Queso B-2 

Queso B-3 

 Queso B-4 

Queso C Quitupán (Jal) Queso C-1 

Queso C-2 
Queso C-4 

 Queso C-3 

Queso D Quitupán (Jal) Queso D-1 
 

Queso D-2 
Queso D-3 

 

Queso D-4 
Queso D-5 

 

Queso E Quitupán (Jal)  Queso E-2 

Queso E-4 
 

Queso E-1 

Queso E-3 
Queso E-5 

Queso F Quitupán (Jal) No fue posible el aislamiento del genero Enterococcus spp 

Queso G Santa María del Oro 
(Jal) 

Queso G-2 
 

Queso G-3 
Queso G-4 
Queso G-5 

Queso G-1 
 

Agrupación  4   Agrupación  4-1 
Agrupación  4-2 

Agrupación  4-3 
Agrupación  4-6 
Agrupación  4-8 

Agrupación  4-4 
Agrupación  4-5 

Agrupación  4-7 
 

Agrupación  5  Agrupación  5-1 
Agrupación  5-2 

 

 Agrupación  5-3 
Agrupación  5-4 

Agrupación  5-5 

 

Debido a la importancia del género Enterococcus durante la maduración del 

queso Cotija, las cepas aisladas e identificadas presuntivamente como E. 

faecalis y E. faecium fueron caracterizadas con MLST con el fin de 

diferenciarlas de complejos clonales nosocomiales. En este trabajo únicamente 

se realizó el análisis de MLST para E. faecium, el análisis de MLST para E. 

faecalis fue realizado por otro miembro del grupo de trabajo (Olvera, en 

proceso). 
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583 bp 

556 bp 

395 bp 

492 bp 

pstS 

7.7 MLST de Enterococcus faecium 
 

Para el análisis de MLST de E. faecium se seleccionaron siete cepas, las 4 

cepas de E. faecium previamente identificadas,  caracterizadas por el grupo de 

trabajo y las cuales fueron incluidas en el estudio de evaluación de inocuidad 

de Enterococcus spp. por Olvera en el 2013. Así como 3 cepas identificadas 

durante este trabajo (Tabla 14), el criterio de selección fue que provinieran de 

diferentes quesos. 

 

Tabla 14.  Cepas seleccionadas para el análisis de MLST de E. faecium 

Cepa Origen Cepa Origen 

B: E. faecium Aisladas y 
caracterizadas por 
el grupo de trabajo. 
(Bravo, 2008) 

Queso D-2 Quitupán (Jal) 

C: E. faecium Queso E-2 Quitupán (Jal) 

D: E. faecium Queso G-5 S. Ma. del Oro (Jal) 

G: E. faecium   

 

Para cada cepa se amplificaron siete genes (adk, atpA, ddl, gdh, gyd, purK y 

pstS), de un tamaño de 400 a 600 bp, usando los cebadores y de acuerdo a lo 

reportado por Homan y colaboradores en el 2002.  Después de la amplificación, 

los productos de PCR se examinaron mediante electroforesis en gel de 

agarosa al 1% (p/v) para comprobar la amplificación específica observada por 

la presencia de una sola banda. 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 7. Geles de agarosa obtenidos de los genes gyd, pstS, purK y atpA. 

Figura 7 a Figura 7 b 

Figura 7 c 
Figura 7 d 

gyd 

purK atpA 
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En la Figura 7a se observa el gel de agarosa para el amplicón del gen gyd (395 

bp) para las 7 cepas; en la Figura 7b se observa el gel de agarosa para el 

amplicón del gen pstS (583 bp) para las 7 cepas; en la Figura 7c se observa el 

gel de agarosa para el amplicón del gen purK (492 bp) para las 7 cepas, por 

último en la Figura 7d se observa el gel de agarosa para el amplicón del gen 

atpA (556 bp) para las 7 cepas.  

Los productos de PCR fueron purificados y cuantificados, las concentraciones 

obtenidas se muestran en la Tabla 15. Las concentraciones obtenidas fueron 

adecuadas en concentración y calidad para la secuenciación.  Los amplicones 

purificados fueron secuenciados por ambas hebras con sus respectivos 

cebadores, de esta manera la asignación de los alelos se realiza de manera 

inequívoca, ya que las variaciones en la secuencia son ―autentificadas‖ al 

realizar el alineamiento. La secuenciación  fue hecha por Macrogen Inc. (Seúl, 

Corea del Sur), mediante el método de Sanger.  

Tabla 15. Concentración de los amplicones obtenidos para los siete genes utilizados en 

MLST de E. faecium de las siete cepas aisladas de queso Cotija. 

 

 atpA 

(ng/µL) 

ddl 

(ng/µL) 

gdh  

(ng/µL) 

purK 

(ng/µL) 

gyd 

(ng/µL) 

pstS 

(ng/µL) 

adk 

(ng/µL) 

Cepa B 72.4 102.4 108.2 218.9 110.3 91.2 84.8 

Cepa C 53.6 54.8 73.4 126.9 107.9 50.6 62.8 

Cepa D 51.3 62.2 93.9 73.6 88.1 68.4 64.5 

Cepa G 38.2 69.9 86.9 88.7 79.9 70.1 78.2 

Cepa QD-2 28.4 47.2 94.9 68.4 61.5 51.8 66.1 

Cepa QE-2 31.6 42.9 43.9 75.2 64.8 30.6 62.2 

Cepa QG-5 42.3 59.1 72.3 166.8 78.8 85.3 77.8 

 

Una vez recibidos los resultados de secuenciación, se llevó a cabo el 

alineamiento utilizando el programa en línea MultAlin 

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).  

En cada caso se alineó la secuencia obtenida con el cebador directo y la 

secuencia complementaria obtenida con el cebador indirecto. 

En la Figura 8 se observa el alineamiento de las secuencias obtenidas para el 

gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y gdhE2r), la zona de color rojo indica la 

coincidencia entre las dos secuencias mientras que las letras en azul y negro 

indican discordancia en la secuencia.  

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias del gen gdh de la cepa Queso E-2. 

 

Una vez obtenida la secuencia consenso para todos los genes de cada una de 

las cepas, la secuencia de cada uno de los loci, se alineó con los existentes en 

la base de datos para conocer el número de alelo, sin embargo la base de 

datos es tan especifica que es necesario introducir únicamente el número de 

caracteres indicados en el tamaño de cada gen, como se muestra en la Figura 

9. 

 

Figura 9. Captura de pantalla de la base de datos MLST cuando la secuencia introducida 

no corresponde al numero de caracteres permitido para cada gen.   
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Para obtener el número indicado de caracteres requeridos se utilizó un patrón 

para cada gen. Para lo cual se seleccionó de manera aleatoria alguno de los 

alelos reportados en la base de datos de MLST, esto permitió ―cortar‖ las 

secuencias y a su vez identificar los cambios en las pares de bases que dan 

origen a los diferentes alelos.   

 

 

Figura 10. Alineamiento de las secuencias del gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y 

gdhE2r) y la secuencia del patrón gdh 13 (gdhP13). 

 

En la Figura 10 se observa el alineamiento de las secuencias obtenidas para el 

gen gdh de la cepa Queso E-2 (gdhE2 y gdhE2r) y el uso de una secuencia 

patrón, el alelo 13 del gen gdh (gdhP13) obtenida de la base de datos. La zona 

de color rojo indica la coincidencia entre las tres secuencias, como se muestra 

en la imagen la discordancia entre las secuencias (zona azul) se da en los 

extremos, donde ya no forma parte de la secuencia de interés, así mismo en la 

posición 289 y 567 se observa discordancia entre las tres secuencias, pero 

concordancia entre la secuencia gdhE2 y gdhE2r, de esta manera se 

―autentifica‖ los cambios en las pares de bases que generan los diferentes 

alelos. Este procedimiento se repitió para cada par de secuencias de los siete 

genes de cada una de las siete cepas, con el fin de obtener una secuencia 

consenso del tamaño indicado en la base de datos para cada gen.  
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Se alineó cada una de las secuencias consenso con las existentes en la base 

de datos, cuando las secuencias coincidieron el programa asignó el número de 

uno de los alelos ya identificados; en caso contrario, fue necesario contactar al 

curador para la inclusión de un nuevo alelo. El resultado obtenido para cada 

alelo se muestra en la Tabla 16, la combinación de los siete números utilizando 

siempre el mismo orden se conoce como perfil alélico. 

 
Tabla 16. Perfil alélico de las cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija.  

 atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa B 5 7 5 7 1 1 1 

Cepa C 51 2 12 9 1 1 5 

Cepa D 3 7 5 7 1 1 1 

Cepa G 51 2 12 9 1 1 5 

Cepa QD-2 27 3 1 2 1 1 1 

Cepa QE-2 27 3 25 2 1 12 1 

Cepa QG-5 8 74 12 6 1 1 5 

 

Cada perfil alélico fue concatenado en la base de datos, y la misma asignó un 

número de secuencia tipo (ST), la secuencia tipo permite la rápida comparación 

entre aislados de diferentes ambientes y la asociación a complejos clonales. 

 

Figura 11. Captura de pantalla de la base de datos MLST para ejemplificar la 

concatenación de los perfiles alélicos.  

 

En la Figura 11 se observa la captura de pantalla de la base de datos la cual 

debe de ser completada con el perfil alélico de cada cepa, esto permite obtener 

la secuencia tipo (ST), debajo de cada recuadro aparece el número de alelos 

reportados en la base de datos, por ejemplo para el gen de atpA existen 77 

alelos mientras que para el gen adk existen reportados 31. 
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Cepa C 

Cepa QD-2 

Una vez concatenado cada uno de los perfiles alélicos en la base de datos, el 

programa estableció la secuencia tipo para cada una de las cepas, así como 

una tabla de las cepas reportadas en la base de datos que comparten la misma 

secuencia tipo (ST). 

En la Figura 12 se observa  la secuencia tipo obtenida para la cepa Queso D-2 

(QD-2), la ST obtenida fue la 135 (renglón sombreado), así como 2 cepas 

reportadas que comparten la misma ST (E1276 y A2504).  

Figura 12. Secuencia tipo obtenida para la cepa Queso D-2 (QD-2).  

 

En caso de que la secuencia tipo no se encuentre reportada en la base de 

datos, aparece la leyenda ―secuencia tipo no encontrada‖ y debajo una tabla 

con las cepas reportadas que comparten seis de siete alelos. 

Figura 13. Secuencia tipo obtenida para la cepa C.  

 

En la Figura 13 se observa  el resultado obtenido para la cepa C, esta 

secuencia tipo no había sido reportada, en la tabla se muestran STs de cepas 

parecidas, como se observa en la tabla la cepa C comparte seis alelos (ddl, 

gdh, purK, gyd pstS y adk) con la ST 44, ST 156 y ST 217. 
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Es importante mencionar que la mayoría de las secuencias tipo obtenidas 

resultaron ser nuevas. Ya que se trata de una técnica epidemiológica, la base 

de datos está integrada en su mayoría por por aislados clínicos, de humanos y 

de animales, sin embargo en los últimos años se ha enriquecido con aislados 

de distintos ambientes incluyendo alimentos, con lo cual se ha permitido 

dilucidar la divergencia de cepas patógenas de este microorganismo 

ampliamente distribuido en la naturaleza (Giraffa, 2003).   

De las siete cepas aisladas de queso Cotija analizadas con MLST, comprenden 

4 secuencias tipo nuevas (ST 1045, ST 1046, ST 1047 y ST 1048), el hallazgo 

de un nuevo alelo para el gen ddl (ddl 74) y  dos cepas reportadas en la base 

de datos, la cepa B (ST 820) y la cepa QD-2 (ST 135). Se presenta en la Tabla 

18 los perfiles alélicos de las siete cepas.  

 

Tabla 17. Secuencias tipo de los tres linajes principales del CC17 reportadas en la base 

de datos de MLST de E. faecium. 

ST atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

17 1 1 1 1 1 1 1 

78 15 1 1 1 1 1 1 

18 7 1 1 1 5 1 1 

 

Tabla 18. Secuencias tipo de las cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija. 

Cepa ST Región Año atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa B 820 La Tinaja 

(Michoacán) 

2008 5 7 5 7 1 1 1 

Cepa C 1045 S. Ma. del Oro 

(Jalisco) 

2008 51 2 12 9 1 1 5 

Cepa D 1046 S. Ma. del Oro 

(Jalisco) 

2008 3 7 5 7 1 1 1 

Cepa G 1045 La Tinaja 

(Michoacán) 

2008 51 2 12 9 1 1 5 

Cepa QD-2 135 Quitupán 

(Jalisco) 

2015 27 3 1 2 1 1 1 

Cepa QE-2 1047 Quitupán 

(Jalisco) 

2015 27 3 25 2 1 12 1 

Cepa QG-5 1048 S. Ma del Oro 

(Jalisco) 

2015 8 74 12 6 1 1 5 
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De acuerdo a la hipótesis planteada, ninguna de las cepas de E. faecium 

aisladas de queso Cotija pertenece al complejo clonal CC17 (Tabla 17), el cual 

está integrado por tres linajes  principales ST 17, ST 18 y ST 78 (Willems et al. 

2012). Sin embargo, no se estableció un complejo clonal de las cepas aisladas 

de alimentos. Aunque se esperaba que las cepas estuvieran estrechamente 

relacionadas entre sí, esto sucedió de manera parcial, la cepa C y G se 

encuentran en la misma secuencia tipo; así mismo, la cepa B y D se 

encuentran estrechamente relacionadas entre sí comparten seis alelos (ddl, 

gdh, purK, gyd, pstS, adk). Sin embargo, entre las cuatro cepas únicamente 

comparten dos alelos (gyd y pstS). Estas cepas fueron aisladas de dos quesos 

distintos, uno de la ranchería ―La Tinaja‖ en Michoacán y otro de Santa María 

del Oro en Jalisco durante una misma colecta en el año 2005.  La cepa QD-2 y 

QE-2 comparten 5 alelos (atpA, ddl, purK, gyd y adk) entre si y fueron aisladas 

de dos quesos que provenían de Quitupán Jalisco elaborados por diferentes 

productores. Por último la cepa QG-5 comparte cuatro alelos (gdh, gyd, pstS y 

adk) con la cepa C y G, esta cepa fue aislada de un queso que provenía de 

Santa María del Oro. Las cepas QD-2, QE-2 y QG-5 comparten entre si un solo 

alelo (gyd), y fueron aisladas de tres quesos distintos, de una misma colecta en 

el año 2011. Como se mencionó al principio, el queso Cotija es elaborado de 

manera artesanal y durante su elaboración no se incluye ningún tipo de 

tratamiento térmico ni cultivos iniciadores, por lo que inicialmente tiene una 

carga microbiana diferente que además va cambiando durante la maduración. 

Durante la elaboración existen puntos críticos que son posibles fuentes de 

inoculación de microorganismos, como la ordeña, el tiempo de reposo de la 

leche a temperatura ambiente, el amasado y salado manual, y la maduración 

(García-Saturnino, 2011). Así mismo la inoculación puede provenir del equipo 

de ordeña, los utensilios para la elaboración del queso y el uso de agua 

contaminada durante su elaboración o limpieza del equipo (Gelsomino et al., 

2002). Debido a la diversidad de  fuentes de donde pueden provenir los 

enterococos resulta difícil que se establezca un solo grupo entre estos aislados, 

entre las siete cepas comparten únicamente un solo alelo (gyd), sin embargo 

se observó una cierta relación entre las cepas que provenían de una misma 

colecta. 
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En la base de datos de MLST existen reportadas 5 cepas aisladas de quesos, 

sin embargo la información proporcionada resulta muy pobre, ya que no se 

informa de que tipo de queso fueron aisladas. Como se observa en la Tabla 19, 

la cepa A0037 y A0038 fueron aisladas de un queso italiano y pertenecieron a 

la ST 22. Es un resultado similar al obtenido para las cepas C y G, las cuales 

se encuentran asociadas en la misma ST (1045).  La cepas E1611, E1604 y 

E1607 fueron aisladas de un queso durante un brote alimenticio en Noruega (la 

base de datos no proporciona mayor información), las secuencias obtenidas 

son únicas, sólo existe una cepa asociada a cada secuencia tipo (ST 72, 75 y 

76 respectivamente) sin embargo se observa una estrecha relación entre 

E1604 y E1607, las cuales comparten 6 alelos entre sí, como en el caso de las 

cepas B y D. 

 
Tabla 19. ST de cepas aisladas de queso reportadas en la base de datos MLST de  

E. faecium.  

Cepa Ambiente País ST atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

A0037 Queso Italia 22 2 3 1 2 1 1 1 

A0038 Queso Italia 22 2 3 1 2 1 1 1 

E1611 Queso Noruega 72 3 1 1 2 13 1 1 

E1604 Queso Noruega 75 13 8 8 23 6 28 11 

E1607 Queso Noruega 76 13 8 10 23 6 28 11 

 

Resulta complicado establecer analogías entre nuestros aislados y las cepas 

aisladas de quesos reportadas en la base de datos debido a la escasa 

información proporcionada, sin embargo las cepas analizadas durante este 

trabajo fueron incluidas en la base de datos de MLST y de esta manera se 

enriqueció la base de datos con aislados alimenticios. 

7.8 Análisis de las ST de las cepas aisladas de queso Cotija  

 

Se analizó la secuencia tipo obtenida para cada una de las cepas, haciendo 

hincapié en las cepas reportadas en la base de MLST, relacionadas con 

nuestros aislados, ninguno de los aislados nosocomiales relacionados 

pertenece al CC17, sin embargo el CC17 fue nuestro criterio de comparación. 

Es importante recordar que las cepas B, C, D y G fueron incluidas en un trabajo 

previo. De acuerdo a los resultados obtenidos por Olvera en el 2013, no se 
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detectó el gen para la citolisina (cylA) para ninguna de las cepas, la cepa B es 

la única que cepa tiene el gen para la sustancia de agregación (asa) y el gen 

que codifica para la proteína de superficie (esp), por lo que los factores de 

virulencia detectados se relacionan con la capacidad de colonizar y no existe 

riesgo de una infección producida por estas cepas. También durante este 

estudio se evaluó la resistencia al antibiótico vancomicina usando la 

concentración mínima inhibitoria  (MIC) recomendada por el Committee for 

Clinical Laboratory Standards (NCCLS) que es de 256 µg/mL, y una segunda 

concentración previamente reportada en el grupo de trabajo (20 µg/mL) (Bravo, 

2008). Los resultados mostraron  que ninguna cepa tiene capacidad de crecer 

en presencia de las concentraciones evaluadas del antibiótico vancomicina.  

En la Tabla 20 se muestran los resultados obtenidos para las cepas B y D  que 

se encuentran relacionadas entre sí (comparten 6 alelos), esto es un resultado 

que se esperaba debido a que provienen de un mismo nicho ecológico. Ya que 

se tratan de secuencias tipo no reportadas o no se encuentra la información 

disponible, también se muestran los resultados de otras cepas relacionadas. 

 
Tabla 20. Secuencias tipo de las cepas B y D de E. faecium aisladas de queso Cotija. 

Cepa ST Ambiente País Año atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa B 820 Queso 

madurado art. 

México 2008 5 7 5 7 1 1 1 

Cepa D 1046 Queso 

madurado art. 

México 2008 3 7 5 7 1 1 1 

E0203 27 Ternero 

(Heces) 

Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1 

E0463 27 Perro (Heces) Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1 

E1574 27 Perro (Heces) Bélgica 1995 2 7 5 7 1 1 1 

E2071 27 Ave de corral Dinamarca 2001 2 7 5 7 1 1 1 

E0120 27 Hum hosp 

(Ascitis) 

Holanda 1996 2 7 5 7 1 1 1 

A0161 212 Hum sano 

(Heces) 

Brasil ND 15 7 5 7 1 1 1 

 

Como se observa en la Tabla 20 la mayoría de las cepas relacionadas son de 

origen fecal y pertenecen a la ST 27. Los enterococos son bacterias autóctonas 

del tracto gastrointestinal de humanos y animales, que una vez que son 
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expulsados al medio son capaces de colonizar diversos nichos, por lo cual se 

encuentran ampliamente distribuidos en el ambiente (Giraffa, 2003). Si bien la 

mayoría de las cepas relacionadas son de origen fecal, la inoculación pudo 

suceder de manera indirecta, la ubre de las vacas está expuesta al ambiente y 

están en continuo contacto con el suelo, plantas y otros animales o de las 

manos de  humanos que en un ambiente rural están en constante contacto con 

animales de granja y domésticos, con lo cual pudo ocurrir la inoculación en 

cualquiera de las múltiples etapas manuales. Así mismo la inoculación puede 

provenir del equipo de ordeña, los utensilios para la elaboración del queso y el 

uso de agua contaminada durante su elaboración o limpieza del equipo 

(Gelsomino et al., 2002). Por lo tanto, aunque el origen de las cepas es diverso 

como terneros, aves de corral o perros, todos estos individuos pueden ser 

encontrados en el ambiente rural donde se produce el queso Cotija. Se ha 

reportado la aparición de cepas de E. faecium resistentes a antibióticos entre 

animales de granja, destinados al consumo humano y domésticos (Van den 

Bogaard et al., 2000). De acuerdo a lo reportado en la base de datos la cepa 

E0203 (becerro) y E0463 (perro) presentan el gen VanA. El fenotipo VanA se 

caracteriza por la resistencia a altos nivel tanto a la vancomicina y teicoplanina 

(Arthur et al., 1996); Sin embargo, aunque no se ha dilucidado de manera 

concisa la forma en que estas cepas adquieren estos genes,  existe evidencia 

que el uso desmedido de antibióticos en la medicina veterinaria así como su 

uso como factores de crecimiento durante la crianza de ganado, como el caso 

de la avoparcina  (Aarestrup, 1995; Bager et al., 1997; Wegener et al., 1999), 

genera reservorios de cepas resistentes, y se sugiere que se pueden propagar 

entre  los mismo animales y humanos que están en estrecho contacto con 

ellos. De la misma manera la cepa E0120 presenta el gen VanA, sin embargo 

es de origen nosocomial, esta característica le permite sobrevivir a altos niveles 

de vancomicina y teicoplanina durante la medicación, esta cepa fue aislada de 

un paciente con ascitis, la ascitis es la presencia de líquido seroso en el 

espacio peritoneo visceral y peritoneo parietal, sin embargo en condiciones 

normales este líquido es estéril, la presencia de bacterias indica peritonitis 

bacteriana espontánea (PBE), la cual es una complicación grave que se 

produce escasamente en pacientes con cirrosis y ascitis (Pinzello et al., 1983). 

Se ha reportado que los enterococos pueden actuar como patógenos 
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nosocomiales y causar infecciones intra-abdominales como en este caso 

(Murray, 1990; Morrison et al., 1997). Únicamente para la cepa B se detectó el 

gen  esp que codifica para la proteína de superficie de enterococos, el cual se 

ha asociado con las cepas pertenecientes al CC17; sin embargo, no presentó 

el alelo 1 del gen purK característico de las cepas del CC17 (Homan et al., 

2002), así mismo ninguna de las dos cepas aisladas de queso Cotija son 

resistentes a vancomicina con lo que se descarta toda posible asociación con 

cepas nosocomiales. 

 
Tabla 21. Secuencias tipo para la cepas C y G de E. faecium aisladas de queso Cotija.  

Cepa ST Ambiente País Año atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa C 1045 Queso 

madurado art. 

México 2008 51 2 12 9 1 1 5 

Cepa G 1045 Queso 

madurado art. 

México 2008 51 2 12 9 1 1 5 

E1221 44 Ternero 

(Heces) 

Holanda 1996 3 2 12 9 1 1 5 

E0788 44 Hum hosp  

(Heces) 

Holanda 2000 3 2 12 9 1 1 5 

E0696 156 Aguas 

residuales 

Reino 

unido 

ND 5 2 12 9 1 1 5 

A0167 217 Cerdo Brasil ND 21 2 12 9 1 1 5 

 

En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos para la cepa C y G las 

cuales comparten la misma secuencia tipo, lo cual es un resultado esperado 

debido a su procedencia. Ya que se trata de una nueva secuencia tipo se 

muestran las cepas vinculadas. De nuevo observamos que las cepas 

vinculadas son de origen fecal aisladas de animales de granja (ternero y 

cerdo), en este caso no existe información disponible acerca de genes Van o 

resistencia a antibióticos. Observamos que la cepa E0788 sin ser patógena es 

de origen nosocomial y fue aislada de las heces de un paciente (no se 

especifica el padecimiento) durante un sondeo hospitalario, debido a su origen 

intestinal es normal encontrar enterococos en las heces de humanos sanos y 

hospitalizados, esta cepa presenta el gen VanA y resistencia a glicopéptidos. 

Se ha reportado que los enterococos son comensales inofensivos en humanos 

sanos, sin embargo son patógenos nosocomiales oportunistas en pacientes 
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que han tenido una estadía larga en hospitales, en pacientes que se 

encuentran inmunocomprometidos o en pacientes de edad avanzada, aunque 

la resistencia a antibióticos no se considera un factor de virulencia nos habla de 

la capacidad que tiene el microorganismo de sobrevivir a la medicación durante 

el tratamiento de una infección.  A pesar de que la cepa C y la G comparten 6 

alelos con la cepa E0788 (humano hospitalizado), no se detectó la presencia 

de los genes que codifican para la citolisina (cylA), proteína de superficie de 

enterococos (esp) y sustancia de agregación (asa1), ni el alelo 1 del gen purK 

característico de las cepas del CC17, ni resistencia a la MIC (256 µg/mL)  de 

vancomicina con lo que se descarta toda posible asociación con cepas 

nosocomiales. 

En la Tabla 22 se muestra el resultado para la cepa QD-2 la cual pertenece a la 

secuencia tipo 135, comparte ST con las cepas A2504 y la cepa E1276, 

mientras que con la cepa QE-2 comparte cinco alelos (atpA, ddl, purK, gyd y 

adk). 

 
Tabla 22. ST de la cepas QD-2 y QE-2 de E. faecium aisladas de queso Cotija. 

Cepa ST Ambiente País Año atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa QD-2 135 Queso 

madurado art. 

México 2015 27 3 1 2 1 1 1 

A2504 135 Hum sano 

(Heces) 

Rusia 2008 27 3 1 2 1 1 1 

E1276 135 Hum hosp 

(Sangre) 

Alemania ND 27 3 1 2 1 1 1 

Cepa QE-2 1047 Queso 

madurado art. 

México 2015 27 3 25 2 1 12 1 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos, se observa que la cepa A2504 fue 

aislada de las heces de un humano sano, sin embargo la cepa E1276 fue 

aislada de sangre de un humano hospitalizado, bacteremia es el nombre que 

se le da a este padecimiento. No existe información disponible acerca de genes 

Van o resistencia a antibióticos para ninguna de las dos cepas. Se ha reportado 

que los enterococos son reconocidos como los principales patógenos 

nosocomiales que causan bacteremia (Murray, 1990; Morrison et al., 1997). La 

razón por la que un enterococo pasa de ser un comensal a un patógeno no se 
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ha determinado. Inicialmente se creía que la infección era producida por cepas 

endógenas, sin embargo parece ser que se trata de cepas adquiridas a nivel 

hospitalario, las cuales se encuentran bien adaptadas para prosperar en la 

microbiota de los pacientes hospitalizados y las cuales se han enriquecido de 

distintos genes de virulencia y de resistencia a antibióticos (Palmer et al., 

2014). Se ha determinado que el personal sanitario juega un papel importante 

en la transmisión de estas cepas a los pacientes (mediante inoculación por 

catéteres venosos o urinarios, o durante la higiene de suturas quirúrgicas), así 

como la presión selectiva ejercida por antibióticos de amplio espectro lo cual 

contribuye a la selección de cepas resistentes al erradicar el resto (Bonten, et 

al., 2001). A pesar que las cepas QD-2 y QE-2 no presentan el alelo 1 del gen 

purK, observamos que la cepa QD-2 tiene 4 alelos con el número 1, sabemos 

que la ST 17 presenta en todos sus loci el alelo 1, para deslindar la cepa QD-2 

claramente de  la cepa nosocomial E1276 (bacteremia), es necesario 

determinar los factores de virulencia que posee y conocer su resistencia a 

antibióticos, ya que se encuentran en la misma secuencia tipo. Es probable que 

las cepas QD-2 y QE-2 sean de origen humano y que hayan sido inoculadas en 

alguna de las múltiples etapas manuales. 

 
Tabla 23. Secuencia tipo de la cepa QG-5 de E. faecium aislada de queso Cotija. 

Cepa ST Ambiente País Año atpA ddl gdh purK gyd pstS adk 

Cepa QG-5 1048 Queso 

madurado art. 

México 2015 8 4 12 6 1 1 5 

E1283 130 Hum hosp 

(sangre) 

Alemania ND 8 4 12 9 1 1 5 

A0165 216 Hum sano Brasil ND 15 4 12 6 1 1 5 

A2401 518 Hum hosp 

(Heces) 

España 1997 5 4 12 6 1 1 5 

A2501 545 Hum sano 

(Heces) 

Rusia 2008 14 4 12 6 1 1 5 

 

De acuerdo a los resultados de la Tabla 23, se observa que la secuencia tipo 

de la cepa QG-5 no había sido reportada previamente y se muestran las cepas 

relacionadas con las que comparte 6 alelos, siendo cada una de una ST 

distinta. Sin embargo, todas las cepas son de origen humano ya sea sano u 

hospitalizado, de nuevo se observan cepas de origen fecal y un caso de 
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bacteremia. No existe información disponible acerca de genes Van, factores de 

virulencia o resistencia a antibióticos de las cepas relacionadas, así mismo la 

cepa QG-5 no ha sido caracterizada con respecto a resistencia a antibióticos y 

factores de virulencia. No presenta el alelo 1 del gen purK y sólo comparte dos 

alelos con la ST 17 (gyd y pstS). Por lo tanto, sólo se puede concluir que la 

cepa QG-5 probablemente sea de origen fecal humano y que posiblemente 

haya sido inoculada en alguna de las múltiples etapas manuales. 

7.9 Análisis e-BURST 
 

El primer paso del algoritmo consiste en dividir los datos de entrada en grupos 

de ST que tienen seis alelos o menos de similitud en el perfil alélico, ya que el 

algoritmo de e-BURST se basa en la similitud en las STs, ya que de esta 

manera determina el descenso desde un mismo genotipo fundador y las 

relaciones más distantes entre los grupos. El término grupo se utiliza como un 

término neutro para una colección de STs que son colocadas juntas por e-

BURST, mientras que un complejo clonal es un conjunto de STs que desciende 

de un mismo genotipo fundador  (Feil et al., 2004). El genotipo principal 

fundador es definido como la ST que difiere de la mayoría de las STs en un 

sólo alelo, así la diversificación del genotipo fundador dará lugar a variantes 

conectados entre sí de manera que solo difieren en uno de los siete loci (SLV). 

Para cada grupo se muestra el número de grupo, las STs que pertenecen al 

grupo, el total de aislados y, si es posible, el genotipo fundador. También se 

muestra la distancia media entre las STs en el grupo y es calculada a partir del 

número promedio de diferencias entre sus perfiles alélicos. Algunas STs que no 

pudieron ser agrupadas, se muestran debajo de todos los grupos, se conocen 

como ST únicas (Feil et al., 2004).   

En la base de datos hay reportados 2195 aislados, los cuales están distribuidos 

en 745 STs, que a su vez dan origen a 11 grupos.  

La configuración predeterminada de e-BURST para la agrupación  es la más 

estricta (conservadora), donde todos los miembros asignados al mismo grupo 

comparten ≥ 6 alelos de los 7 loci,  con al menos otro miembro del grupo. Sin 

embargo, de esta manera sólo la cepa QD-2, la cual pertenece a una 

secuencia tipo previamente reportada podía ser agrupada. Por lo que se definió 
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un enfoque menos estricto para la agrupación, arbitrariamente se modificó a un 

valor ≥ 5 de los 7 loci. En la Tabla 24 se muestran los resultados obtenidos, se 

definió un código de e-BURST para las cepas, se tiene que asignar un número 

a partir  de 10,000. Como se observa en la Tabla 24 todas las cepas se 

encuentran en el grupo 1, el cual tiene como ST fundadora principal la ST 17, 

en este grupo se encuentra la ST 17, ST 78 y ST18, es decir el CC17. Sin 

embargo, esto no indica que estén estrechamente relacionadas con el CC17. 

Debido a que se le dio un enfoque más relajado fue posible agruparlas, ya que 

comparten 5 alelos con algún miembro lejano de este grupo. Como se observa 

en los valores de distancia promedio (la cual es una medida de la diferencia 

entre los perfiles alélicos de una ST con respecto a la ST fundadora) las cepas 

aisladas del queso Cotija se encuentran muy alejadas de la ST 17 (ST 

fundadora). Lo cual se corrobora con el diagrama radial (Figura 14).  

   

Tabla 24. Análisis e-Burst para las siete cepas aisladas de queso Cotija 

 Código 

e-Burst 

Grupo ST 

fundadora 

Distancia 

Promedio 

Numero de 

aislados 

Cepa B 10001 1 17 4.69 1 

Cepa C 10002 1 17 5.13 2 

Cepa D 10003 1 17 4.79 1 

Cepa G 10002 1 17 5.13 2 

Cepa QD-2 135 1 17 3.94 1 

Cepa QE-2 10004 1 17 5.20 1 

Cepa QG-5 10005 1 17 5.19 1 

 

El diagrama radial muestra toda la base de datos de MLST de E. faecium. Las 

STs están representadas por nodos en el diagrama y están etiquetadas con su 

respectivo número. El color azul indica  el genotipo  fundador principal, el color 

amarillo una secuencia fundadora secundaria y el color negro una ST 

cualquiera. Las áreas de cada uno de los círculos indican la prevalencia de la 

ST en la base de datos de MLST y se encuentran conectadas de manera que 

muestran los patrones de descenso, ya que cada ST conectada difiere en un 

solo alelo de su anterior. Las STs 17, 18 y 78 pertenecientes al complejo clonal 

17 (CC17) están marcadas con flechas rojas, mientras que los aislados de 

queso Cotija se muestran con flechas negras y el nombre de la cepa. 
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Figura 14. Diagrama de población de E. faecium elaborado con e-Burst. 

 

Como se observa en el diagrama radial (Figura 14) las cepas aisladas del 

queso Cotija ―Región de Origen‖ se encuentran muy alejadas del CC17, en los 

casos de la cepa B, cepa D y QE-2, no fue posible relacionarlas de manera 

directa ya que se observan en el exterior, las cepas C, G, QG-5 y QD-2 se 

encuentran relacionadas a cepas muy distantes del CC17 ya que se observan 

en las ramificaciones terminales. No se formó un complejo clonal de las cepas 

aisladas del queso Cotija, debido a la diversidad de fuentes de donde pueden 

provenir los enterococos, no es posible que se establezca un solo grupo entre 

estos aislados. 
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8. Discusión final 
 

Los enterococos son microorganismos ubicuos, pero tienen un hábitat 

predominante en el tracto gastrointestinal de humanos y animales, debido a su 

capacidad de sobrevivir a ambiente adversos, una vez expulsado son capaces 

de colonizar diversos nichos. Ya sea por contaminación ambiental o agregados 

como cultivos iniciadores, suelen estar asociados a alimentos fermentados 

donde juegan un papel importante en el desarrollo de propiedades 

organolépticas deseables. Con la expansión del CC17 a diversos ambientes y 

poblaciones, el incremento en el hallazgo de cepas resistentes a antibióticos y 

que portan factores de virulencia en humanos sanos, animales de granja y 

domésticos (Willems y van Schaik, 2009), así como su potencial distribución a 

través de alimentos, es una cuestión preocupante. A pesar que las diferencias 

entre un enterococo patógeno y una cepa inocua que puede ser utilizada como 

cultivo iniciador o probiótico en alimentos no han sido establecidas con 

claridad, la tipificación con MLST apoyado con la detección de genes de 

factores de virulencia y la resistencia a antibióticos han proporcionado una 

herramienta para la distinción entre estos aislados. Se menciona que es una 

línea delgada la que separa a los enterococos patógenos de los comensales 

inofensivos; sin embargo, es un proceso que involucra múltiples factores, tanto 

en el microorganismo como en el hospedero, por ejemplo, en los enterococos 

la adquisición de genes de resistencia a antibióticos y factores de virulencia, 

son factores determinantes. La edad, el estado inmune, la presencia de 

catéteres venosos o urinarios, son factores que influyen por parte del 

hospedero. Contrario a lo que se piensa, se ha demostrado que las infecciones 

adquiridas en el hospital no son causadas por cepas de E. faecium que 

normalmente residen en el intestino, sino que son causadas por cepas 

específicas de E. faecium que se adquieren durante la hospitalización, que 

están bien adaptadas para prosperar en la microbiota perturbada de los 

pacientes hospitalizados y que gradualmente han adquirido distintos genes de 

virulencia y de resistencia a antibióticos (Palmer et al., 2014). Por lo tanto es 

necesario deslindar cepas inocuas  y enriquecer la base de datos de MLST con 

aislados de diversos alimentos y de esta manera generar un panorama más 

amplio de este controvertido microorganismo. 
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En conclusión los resultados del presente estudio demostraron la presencia de 

4 nuevas secuencias tipo con lo que se enriqueció la base de datos con 

aislados de alimentos, además los resultados de tipificación apoyado con los 

resultados previos del grupo de trabajo, indican que las cepas de E. faecium 

aisladas de queso Cotija ―Región de Origen‖ no se encuentran relacionadas 

con el complejo clonal 17 (CC17) y su presencia en el queso Cotija no 

representa un riesgo, ya que no sólo contribuyen en el desarrollo de 

propiedades sensoriales, sino que por la producción de sustancias con 

actividad antimicrobiana que contribuyen a la inocuidad del producto.  
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9. Conclusiones  
 

 La presencia de bacterias del género Enterococcus en la microbiota del 

queso Cotija artesanal madurado es frecuente.  

 El método de aislamiento selectivo fue eficiente para poder aislar 

miembros del género Enterococcus. 

 El juego de cebadores Ef0027, que tiene como blanco el gen homónimo, 

permite la detección de la especie Enterococcus faecalis y el juego de 

cebadores FAC,  que flaquean el gen ddl, permite la detección de la 

especie Enterococcus faecium. 

 Se aislaron 39 cepas de Enterococcus spp. de diferentes piezas de 

queso Cotija con 3 meses de maduración. De estas: 13 cepas fueron de 

E. faecalis y 12 de E. faecium y el resto de otras especies.  

 Las siete cepas de E. faecium aisladas de queso Cotija ―Región de 

Origen‖, analizadas por MLST, comprenden 4 secuencias tipo nuevas 

(ST 1045, ST 1046, ST 1047 y ST 1048). La cepa B y la cepa QD-2 

pertenecen a una ST reportada, ST 820 y ST 135, respectivamente. 

 Los resultados de la tipificación por MLST sugiere que las cepas  de E. 

faecium aisladas de queso Cotija ―Región de Origen‖ no están 

relacionadas con el complejo clonal 17 (CC17). 

 No se logró establecer un complejo clonal de aislados de alimentos; sin 

embargo, se observa una relación entre las cepas aisladas que 

pertenecen a una misma colecta. 
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10. Perspectivas 
 

 Determinar a nivel de especie la identidad de las cepas de  

Enterococcus spp. aisladas que no fueron identificadas como E. faecium 

o E. faecalis, con el fin de determinar el papel que desarrollan otras 

especies de enterococos durante la maduración del queso Cotija.  

 Determinar los factores de virulencia y resistencia a antibióticos de las 

cepas QD-2, QE-2 y QG-5, con el fin de profundizar su caracterización.  

 Se propone la determinación de genes que codifican para las 

descarboxilasas implicadas en la producción de aminas biógenas y la 

resistencia a una amplia gama de antibióticos. 
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http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
http://simgene.com/OligoCalc
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12.  Anexos 

 

Alineamiento de las secuencias obtenidas para cada uno de los genes 

utilizados en MLST, realizados con el programa en línea MultAlin.  

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) 

 

Cepa B 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa B. 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa B. 

 

 

 

 

http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa B. 

  

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa B. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa B. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa B. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa B.  

 

 

 

Cepa C 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa C. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl  de la cepa C. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh  de la cepa C. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa C. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa C. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa C. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa C. 
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Cepa D 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa D. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa D. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa D. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa D. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa D. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa D. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa D. 

 

 

 

Cepa G 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa G. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa G. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa G. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa G. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa G. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa G. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa G. 
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Cepa QD-2 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa QD-2. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa QD-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa QD-2. 

 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa QD-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa QD-2. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa QD-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa QD-2. 

 

 

 

Cepa QE-2 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa QE-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl de la cepa  QE-2. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa  QE-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa  QE-2. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa  QE-2. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa  QE-2. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa  QE-2. 
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Cepa QG-5 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen atpA de la cepa QG-5. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen ddl  de la cepa QG-5. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gdh de la cepa QG-5. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen purK de la cepa QG-5. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen gyd de la cepa QG-5. 

 

 

 

Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen pstS de la cepa QG-5. 
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Alineamiento de las secuencias (directa e inversa) del gen adk de la cepa QG-5. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

adkG5t 
adkGSr 

COMeMU~ 

1 10 20 30 40 50 60 70 80 9(1 100 110 120 130 
1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 

GCGGTTA--GGGIIC- CAAGCTGAAAAA- TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCA 
GGTTCTTTTAAGGGAACCCTCATTTAAIGGGGCTGCCAGGCGCAGGIAAAGGAACACAAGCTGAAAAAAlCAITGAI GCTTAIGGTAIl CCGCACAI CTCAACAGGAGAIAIGTT CCGCGCAGCAAIGCA 
••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• GCaGI: TA •• GGallC . CAAGCTGAAAAA. TCATTGATGCTTATGGTATTCCGCACATCTCAACAGGAGATATGTTCCGCGCAGCAATGCA rn ~ _ _ m _ _ _ m _ _ _ _ _ 

1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 
adkG5f AAACGAAACAGCTCTTGGCCTGGAAGCAAAGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTAACAAATGGAATCGTGAAAGAGCGACTAGCTGAACCAGATACAGAGAAAGGCTTCTTATTA 
adkGSr AAACGAAACAGCTCTTGGCCTGGAAGCAAAGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTAACAAATGGAATCGTGAAAGAGCGACTAGCTGAIICCAGATACAGAGAAAGGCTTCTTATTA 

Con~cn~u~ AAACGAAACAGCTCTTGGCCTGGAAGCAAAGTCTTATATGGATAAAGGTGCATTAGTTCCTGATGAAGTAACAAATGGAATCGTGAAAGAGCGACTAGCTGAflCCAGATACAGAGAAAGGCTTCTTATTA _ _ _ _ _ m _ _ _ _ _ m _ _ 

1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 
adkG5f GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCAAAAGCTCTGGACGCAATGCTAAAAGATTTGAATAAAAAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGAAGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGCC 
adkGSr GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCAAAAGCTCTGGACGCAATGCTAAAAGATTTGAATAAAAAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGAAGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGCC 

Consensus GATGGCTTTCCACGTACGCTAGATCAAGCAAAAGCTCTGGACGCAATGCTAAAAGATTTGAATAAAAAAATTGATGCTGTCATCGATATCCATGTTGGTGAAGAAATCTTGGTCGAACGTCTAGCCGGCC 

adkG5f 
adkGSr 

Consensus 

adkG5t 
adkGSr 

Con~ensu~ 

391 400 ,," ,," ,," ,," "" ,," ,," ,," "" ,," "" 1--------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------+---------1 
GATTTAI CIGCAGCAAITGIGGAGCAAClTflCCAIAAAAlTlTCAflCCC lflCAAAAGITGAAGAC/lCAIGIGAICGITGCGGIGGGCAIGAATT CIAlCAAAGAGAAGAIGAIAAACCTGAGflCGGITAA 
GATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCAACTTACCATAAAATTTTCAACCCTACAAAAGTTGAAGACACATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCAAAGAGACAGAAGTATAAC 
GATTTATCTGCAGCAATTGTGGAGCAACTTACCATAAAATTTTCAIICCCTACAAAAGTTGAAGACIICATGTGATCGTTGCGGTGGGCATGAATTCTATCAAAGAGAaaaaaaTAaAaC •••••••••••• 

521 530 540 55652 
1--------+---------+---------+-1 
AAATCGTTGGCAGATCACCAAAAAAANNANNN 
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