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RESUMEN

Las bacterias del género Enterococcus son caracterizadas por su complejidad al poseer una alta tolerancia para
crecer frente a condiciones adversas del ambiente. El arsenal de patogenicidad de las bacterias enterococcicas y el
origen genético de los genes relacionados a su expresion son variados, por lo que su potencial patogénico no puede
ser definido solamente por su resistencia a los antimicrobianos sino también por los factores de virulencia que
expresan. El objetivo de este trabajo fue detectar la expresion fenotipica de diferentes factores de virulencia en
bacterias del género Enterococcus pertenecientes a la bacterioteca del Laboratorio de Microbiologia Ambiental y del
Pescado (LAMAP), del Instituto de Ciencias del Mar (LABOMAR) de la Universidad Federal de Ceard, Brasil.
Fueron seleccionadas 44 estirpes bacterianas aisladas de ambiente acudtico. Los siguientes factores de virulencia
fueron analizados: biofilm, gelatinasa, factor de agregacion y produccion de hemolisinas. De las 44 estirpes
analizadas, aproximadamente el 59.09% presentd respuesta positiva frente a la gelatina, 97.72% fue capaz de
producir biofilm, cerca del 7% presentd algin grado de agregacion en vidrio y ninguna estirpe presentd hemolisis
total. Fueron evidenciados 7 perfiles de virulencia resultando la formacion de biofilm el perfil de mayor frecuencia
(solo o combinado). La presencia de factores de virulencia en estirpes bacterianas del género Enterococcus en el
litoral de Fortaleza destaca la importancia de su deteccion para la vigilancia y control del ambiente y su posible
asociacion con el riesgo a la salud humana.

Palabras clave: Enterococcus, agregacion, gelatinasa, biofilm, hemolisis, virulencia.
ABSTRACT

Enterococcus genus bacteria are characterized by their complexity by having a high tolerance to grow against
adverse environmental conditions. The pathogenic arsenal of enterococcal bacteria and the genetic origin of the
genes related to their expression are varied, so their pathogenic potential can not only be defined by their resistance
to antimicrobials but also by the virulence factors they express. The objective of this work was to detect fena
phenotypic expression of different virulence factors in bacteria of the Enterococcus genus belonging to the
bacteriotech of the Laboratory of Environmental and Fish Microbiology (LAMAP), of the Institute of Marine
Sciences (LABOMAR) of the Federal University of Ceard, Brazil. 44 bacterial strains isolated from aquatic
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environment were selected. The following virulence factors were evaluated: gelatinase, aggregation factor,
hemolysin and biofilm production. Of the 44 strains analyzed, approximately 59.09%% presented a positive
response to gelatin, 97.72% were able to produce biofilm, about 7% had some degree of aggregation in glass and no
lineage presented total hemolysis. Seven virulence profiles were evidenced. Biofilm formation was the highest
frecuency profile (alone or combined). The presence of virulence factors in bacterial strains of the genus
Enterococcus on the coast of Fortaleza highlights the importance of its detection for the surveillance and control of
the environment and its possible association with the risk to human health.

Keywords: Enterococcus, aggregation, gelatinase, biofilm, hemolysis, virulence.

INTRODUCCION

Los enterococos son bacterias que habitan el
tracto intestinal de humanos, animales y han sido
aislados de diferentes fuentes ambientales. Su capaci-
dad de sobrevivir a condiciones de estrés ambiental y
en ambiente hostil los capacita para colonizar dife-
rentes nichos ecologicos (Fisher y Phillips, 2009).
Actualmente, ese género presenta, segun la coleccion
germanica de microorganismos (DSMZ), 67 especies
conocidas incluyendo dos sub-especies pertenecientes
a ese género (DSMZ, 2020).

Por su persistencia en el ambiente y su ubicuidad
en el intestino humano, este grupo bacteriano ha sido
utilizado como indicador fecal de contaminacion
humana en aguas (Boehm, 2014), por lo que bacterias
del género Enterococcus han sido utilizadas como
valiosas y confiables herramientas para evaluar la
calidad sanitaria del agua recreacional en varias
partes del mundo (Abualtayef et al., 2014; Alipour et
al., 2014; Hamzah et al., 2011; Silva et al., 2008).

Aunque los enterococos habitan como comensales
en el tracto gastrointestinal de animales de sangre
caliente, determinadas condiciones pueden permitir
que estos organismos invadan regiones extra intesti-
nales y causen infecciones (Upadhyaya et al., 2009).

La ruptura del equilibrio en el ecosistema del
intestino se produce cuando los patdgenos intestinales
utilizan sus factores de virulencia especificos o
aprovechan el uso inadecuado o en exceso de antibio-
ticos para su propio beneficio y de esta forma,
contrarrestan el efecto de la resistencia a la coloni-
zacion por parte de la microbiota del tracto intestinal
(Lawley y Walker, 2012). Generalmente las bacterias
del género Enterococcus poseen bajos niveles de vi-
rulencia lo que es evidenciado por ser colonizadores
naturales del tracto gastrointestinal y ser utilizados
durante décadas como probidticos tanto en el hombre
como en los animales (Arias y Murray, 2012).

Entretanto, semejante a otros grupos, la patogenia
de bacterias del género Enterococcus no puede ser
explicada solamente por la resistencia a los antimi-
crobianos (Toledo-Arana, 2001), por lo que de esta
forma, el presente trabajo tiene como objetivo detec-
tar la presencia de diferentes factores de virulencia en
bacterias del género Enterococcus aisladas del litoral
de Fortaleza con vistas a conocer el potencial
patogénico de las estirpes para su evaluacion y
control en el ambiente.

MATERIAL Y METODOS

Seleccion de las estirpes analizadas

Fueron seleccionadas 44 estirpes bacterianas del
género Enterococcus todas pertenecientes a la
bacterioteca Regine Vieira, del Laboratorio de
Microbiologia Ambiental y del Pescado (LAMAP),
Universidad Federal de Ceara, Brasil. Las estirpes
fueron aisladas de galerias pluviales y puntos de mar
adyacentes en el litoral de Fortaleza, Ceara, Brasil.

Confirmacion de la pureza de las estirpes

Las estirpes fueron inoculadas en caldo de
infusién cerebro corazon (BHI, sigla en inglés-Difco)
e incubadas en estufa bacteriologica a 37°C/24h.
Después de este periodo, fue verificado el
crecimiento bacteriano de acuerdo con la turbidez del
medio.

Los tubos con crecimiento, fueron replicados en
placas de medio selectivo (m-Enterococcus, Difco) e
incubadas en estufa bacteriologica 37°C/48h.
Después de este periodo, las colonias caracteristicas
del género Enterococcus fueron seleccionadas e
inoculadas en medio Agar Brain Heart Infusion
(Agar BHI, Difco) para la posterior confirmacién de
las caracteristicas del género: cocos gram positivos,
agrupados en pares o en cadenas cortas, catalasa
negativa, hidrolisis de la esculina, crecimiento en
caldo BHI a 45°C por 24 horas y en presencia de
6,5% de NaCl (Manero y Blanch, 1999).

Hemolisinas

Placas de Agar BHI suplementado con 5% de
hematies de carnero fueron inoculadas e incubadas a
35°C/18-24h. Las estirpes que produjeron B-hemo-
lisis (halo transparente alrededor del crecimiento
bacteriano) fueron consideradas positivas para la
produccion de hemolisinas (Eaton y Gasson, 2001).

Gelatinasa

Caldo BHI suplementado con 4% de gelatina fue
inoculado e incubado por 35°C/48h. Después de este
periodo, los tubos fueron retirados de la incubadora
y colocados en agua con hielo por 30 minutos para
alcanzar temperaturas por debajo de 28°C (punto de
fusion de la gelatina). Después de ese tiempo, fue
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tomado como criterio de positividad la forma liquida
de la gelatina (Claus, 1989).

Produccién de biofilm

Fueron inoculadas placas con Agar Rojo Congo
(RC), caldo BHI suplementado con 0,08% del colo-
rante Rojo Congo (Sigma) y 5% de sacarosa (Sigma)
(Freeman et al., 1989). Las placas de Agar RC fueron
inoculadas e incubadas a 35°C/24h seguido de incu-
bacion a temperatura ambiente por 48h. Fue utilizada
una estirpe de Staphylococcus aureus (ATCC 25 923)
como controle positivo. La produccion de colonias
rugosas de coloracion prieta fue indicativa de
positividad de la prueba. Fue considerado un
resultado negativo la presencia de colonias rojas o
blancas.

Substancia de agregacion (Agg)

Las estirpes evaluadas fueron cultivadas en
triplicado en 5 mL de caldo BHI (Difco) a 35°C/24h.
Después de ese periodo de incubacion, el contenido
de los tubos fue descartado y la superficie interna de
los tubos fue lavada 3 veces con agua destilada
estéril. Los tubos fueron colocados de forma invertida
para su secado y una vez secos, fue adicionada una
solucién de safranina a 0,1% por 1 minuto. Una vez
realizado el descarte del contenido de los tubos y el
secado, fue realizada la lectura. La presencia de una
masa adherente en el interior de los tubos fue
considerada como agregacion positiva (Christensen et
al., 1982).

RESULTADOS Y DISCUSION

De las estirpes analizadas, 100% presentaron
caracteristicas propias del género Enterococcus.

En relacién a la expresion de los factores de
virulencia, se observaron diferencias en las estirpes
evaluadas.

De las 44 estirpes evaluadas, 43 (97,72%) fueron
capaces de formar biofilm. Aproximadamente el 7%
de las estirpes presentd respuesta positiva frente a la
prueba de agregacion. Solo una estirpe no presento
ningun tipo de respuesta frente a los factores de viru-
lencia analizados. Ninguna de las estirpes produjo
hemolisis total (B-hemolisis) en agar sangre obtenien-
do solo hemolisis parcial en el 25% de las cepas
evaluadas (Tabla 1).

Un factor de virulencia no es mas que un efector
que eleva la capacidad de provocar enfermedades
mas alla de la propia esencia de una especie (Mundy
et al., 2000). Diferentes factores de virulencia han
sido identificados en estirpes de Enterococcus aisla-
das de diferentes fuentes (Kandric¢akova et al., 2015;
Golinska et al., 2013; Lata et al., 2009;).

La adquisicion de factores de virulencia por parte
de las bacterias favorece su competencia en ambien-
tes adversos (Pereira et al., 2017).

La formacion de biofilm depende de miultiples
factores ambientales y genéticos y consiste de una
poblacion celular unida irreversiblemente sobre
varias superficies biodticas y abidticas, recubiertas por
una matriz hidratada de sustancias exopoliméricas
(Hashem et al., 2017; Mohamed, 2007).

Tabla 1. Porcentaje de estirpes del género
Enterococcus con resultados positivos por factor de
virulencia evaluado.

Factor de N° de N° de estirpes

virulencia estirpes positivas (%)
evaluadas

Biofilm 44 43 (97,72)

Gelatinasa 44 26 (59,09)

Agregacion 44 3 (6,81%)

Hemolisinas 44 0

/ citolisinas

La capacidad de producir biofilm como factor de
virulencia ha sido estudiada tanto en patdgenos gram
negativos (Salmonella - Borges et al., 2018; Pseudo-
monas - Campuzano et al., 2018; E.coli - Lima et al.,
2015); como en gram positivos (Streptococcus
mutans - Yang et al., 2019; Bacillus - Ryan-Payseur
y Freitag, 2018; Staphylococcus aureus - Singh et al.,
2017). Al igual que con otros patogenos gram
positivos, la capacidad de producir biofilm en
bacterias del género Enterococcus ha sido eviden-
ciada en diferentes estudios (Popovi¢ et al., 2018;
Comerlato et al., 2013; Barbosa et al., 2010).

Similar a los resultados observados en nuestro
estudio en el que fue detectado un 97,7% de las
estirpes estudiadas productoras de biofilm, Marinho
et al. (2013) en Brasil, detectaron resultados similares
y alarmantes en relacion a la formacion de biofilm
para enterococos procedentes de alimentos (vegeta-
les, carnes y productos lacteos),

La gelatinasa es una proteasa capaz de hidrolizar
gelatina, coldgeno, caseina y otros péptidos (Kreft et
al., 1992). Importante destacar que aun presente el
gen gelE situado en el cromosoma bacteriano y que
codifica para la gelatinasa (Chajecka-Wierzchowska
et al.,2017) no se asegura su expresion fenotipica, lo
que ha sido confirmado en diferentes estudios en
estirpes de origen clinico (Kashef et al., 2017;
Comerlato et al., 2013; Camargo et al., 2008), y
ambiental (Anderson et al., 2016; Barbosa et al.,
2010; Abriouel et al., 2008).

En nuestro estudio mas del 50% de las estirpes
estudiadas presentd fenotipo gelatinasa positiva.
Molale y Bezuidenhout (2016) reportaron actividad
gelatinasa en Enterococcus faecalis y Enterococcus

faecium (entre siete especies de este género

estudiadas), procedentes de cinco sistemas de agua
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superficial en Sur Africa. También Dada et al. (2012)
en el estudio de estirpes bacterianas del género
Enterococcus procedentes de aguas de playa
detectaron actividad gelatinasa positiva en las estirpes
evaluadas (E. faecium y Enterococcus spp.).

La sustancia de agregacion (SA) es una proteina
asociada a la pared celular que facilita la transfe-
rencia de material genético entre células donantes y
receptoras por medio del contacto eficiente entre las
mismas (Schell, 2014).

En el presente trabajo, la agregacion fue observa-
da solo en el 6% de las estirpes evaluadas. Giilhan et
al., (2006) estudiaron los factores de virulencia de
Enterococcus faecium y Enterococcus faecalis en
humanos y animales domésticos (perros y gatos). Los
autores reportaron valores para Enterococcus faecium
en humanos de 27.1% y de 1.6% y 11,1% para perros
y gatos ya para Enterococcus faecalis se reportaron
valores de 37.5% para humanos y de 6.7% para
perros no observandose resultados positivos para
gatos.

Por otra parte, las hemolisinas son proteinas cito-
liticas capaces de hidrolizar los eritrocitos humanos,
de caballo y conejo, teniendo un rol importante en la
primera etapa de la infeccion (penetracion bacteriana
en los tejidos del huésped, toxemia, asi como ocasio-
na cierto dafio tisular) (Upadhyaya et al., 2009).

En Polonia, Stgpien-Pys$niak et al. (2019) estudia-
ron la presencia de diferentes factores de virulencia
(actividad gelatinasa, hemolitica y formacion de
biofilm) y genes de virulencia de especies de entero-
cocos aislados de pajaros silvestres. Al igual que en
nuestro estudio, no fue detectada actividad hemolitica
en ninguna de las estirpes analizadas.

En las figuras 1 a 4 pueden ser observados los
resultados en las diferentes pruebas de gelatinasa,
citolisina/hemolisina, agregacion en vidrio y produc-
cion de biofilm.

N

Figura 1. Produccion de gelatinasa en caldo BHI con
4% de gelatina.

En este estudio, diferencias en la frecuencia de
aparicion de los factores de virulencia (solos o
combinados) resultaron en diferentes perfiles de
virulencia (7) mostrados por las estirpes evaluadas
(Figura 5).

En nuestro estudio el mayor numero de estirpes
(43) presentaron resultados positivos para la forma-

cion de biofilm por lo que resultd el perfil que solo
(BF= 36.36%) o combinado (con otro factor de
virulencia — BF+Gel= 54.54%, BF+Gel+Agg= 4.54%
y BF+Agg= 2.27%) present6 la mayor frecuencia de
aparicion (97,7%). Medeiros et al., (2014) encontra-
ron resultados similares (100%) en estirpes del
género Enterococcus formadoras de biofilm de origen
clinica y 94.5% de estirpes procedentes de alimentos
(55) en Puerto Alegre, Brasil.

Figura 2. Hemolisis parcial y ausencia de hemolisis
total en Agar BHI suplementado con 5% de hematies
de carnero.

Figura 3. Agregacion en vidrio.

Figura 4. Produccion de biofilm en agar Rojo Congo.

El estudio de la formacioén de biofilm en bacterias
del género Enterococcus cobra vital importancia
debido a su importante papel en la transmision de
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cuando  utilizaron  agar
suplementado con hematies
de carnero. Resultados simi-
lares fueron detectados en
nuestro estudio.

Por otra parte el factor de
agregacion fue detectado
siempre combinado (BF-Gel-
Agg =2 y BF-Agg = 1). Es
importante resaltar la

2 1 deteccion de este factor en
N - .
enterococos de origen
e S . .
R *,.\“ ambiental debido a que esta
3 N

sustancia media la
formacion de agregados
bacterianos, promoviendo

Figura 5. Perfiles de virulencia de las diferentes estirpes de Enferococcus asi la transferencia de

aisladas de aguas de galeria y de mar, litoral de Fortaleza, Cear4, Brasil.
BF: Biofilm; Gel: Gelatinasa; Agg: Agregacion en vidrio

elementos genéticos, en la resistencia antibiotica y en
la recurrencia de la infeccion (Soltani et al., 2018;
Fisher y Phillips, 2009).

Cassenego et al. (2013) en Brasil, observaron que
E.faecalis aislados de pollos tratados con anticocci-
dianos mostraban mayor frecuencia de aparicion de
genes de virulencia y de perfiles de fuertes formado-
res de biofilm indicando la adaptabilidad de esta
especie en el intestino de individuos saludables.

Comparando nuestros resultados con los encon-
trados en estirpes procedentes de muestras ambien-
tales, Ahmad et al. (2014) realizaron un estudio de
formadores de biofilm y determinantes de virulencia
en 46 estirpes de género Enterococcus, 20 estirpes
procedentes de agua de playa y 26 procedentes de
arena de playa. Fue encontrada la mas alta proporcion
de productores de biofilm (61.54%) en estirpes
aisladas de arena en comparaciéon con las estirpes
procedentes de agua de mar (30%). Los autores
encontraron propiedades de virulencia en ambas
fuentes ambientales estudiadas basadas principal-
mente en la presencia del gen gelatinasa.

Dentro de los productores de biofilm, la
gelatinasa fue el factor que combinado (BF-Gel = 24
y BF-Gel-Agg = 2), resulto el de mayor frecuencia de
aparicion entre las estirpes evaluadas.

En concordancia con el presente trabajo, Dada et
al. (2012), estudiaron estirpes procedentes de aguas
de la playa de Port Dickson en Malasia, reportando
actividad gelatinasa entre las estirpes evaluadas,
principalmente en Enterococcus faecium (69.23%).
Los resultados encontrados por estos autores concuer-
dan con los de Franz et al. (2001) en alimentos y
Creti et al. (2004) en muestras clinicas y ambientales.

Dada et al. (2013), estudiaron la resistencia a
aminoglicosidos y las caracteristicas de virulencia de
estirpes enterococcicas aisladas de ambiente recrea-
cional (playa) en Malasia. Los autores no detectaron
actividad B-hemolitica entre las estirpes evaluadas

plasmidos y la adhesion al
tejido expuesto y dafado,
favoreciendo asi, la acciéon
invasiva del  patdgeno
bacteriano (Rozdzinski et al., 2001).

En el presente estudio fue detectada la presencia
de factores de virulencia con la expresion fenotipica
de la gelatinasa y sustancia de agregacion que han
sido implicados en la agregacion celular y la
formacion de biofilme (Camargo et al., 2008).

La alta frecuencia de aparicion en relacion a la
formacion de biofilm unida a la produccion de
gelatinasa y sustancia de agregacion son factores de
virulencia que contribuyen a la sobrevivencia,
diseminacion y persistencia de enterococos aislados
del ambiente (Betancourth et al., 2004).

CONCLUSIONES

Fue demostrada la presencia de factores de
virulencia tales como formacién de biofilm, gelatinas
y agregacion en estirpes bacterianas del género
Enterococcus aisladas de ambiente acuatico,
destacandose la importancia de su estudio para la
vigilancia y control del ambiente y su posible
asociacion con el riesgo a la salud humana.
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