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Resumen

Introduccidn: Las bacterias pertenecientes al género Enterococcus normalmente se
encuentran alojadas en el tracto digestivo y genitourinario del ser humano. Cuando ocurre un
desbalance organico, estas bacterias oportunistas pueden causar enfermedad en el hombre, cuya
gravedad dependera de los mecanismos de defensa del cuerpo humano y de las caracteristicas del
microorganismo, tales como la virulencia, resistencia, replicacion y susceptibilidad. Objetivos:
Determinar los genes de virulencia presentes en muestras de Enterococcus faecalis obtenidas de
cepillos dentales donados. Materiales y métodos: Evaluamos la incidencia de factores de
virulencia en 37 muestras obtenidas de cepillos dentales provenientes de una donacion
voluntaria. Los genes evaluados fueron gelE, asal y hyl. Se realizé una PCR Multiplex y
electroforesis en gel de agarosa para verificar la presencia de dichos genes. Resultados: Los
resultados obtenidos arrojaron que los genes gelE y asal tienen una mayor prevalencia en
Enterococcus faecalis, mientras que el gen hyl estuvo ausente en todas las muestras analizadas.
Conclusion: Se encontro los genes de virulencia asal y gelE en muestras de E. faecalis,

previamente aisladas de muestras de cepillos donados.

Palabras clave: Enterococcus faecalis, genes de virulencia, PCR, bacteria.
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resultados obtenidos arrojaron que los genes gelE y asal tienen una mayor prevalencia en
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Abstract

Introduction: Bacteria belonging to the genus Enterococcus are normally found lodged
in the human digestive and genitourinary tract. When an organic imbalance occurs, these
opportunistic bacteria can cause disease in humans, the severity of which depends on the defense
mechanisms of the human body and the characteristics of the microorganism, such as virulence,

resistance, replication and susceptibility.

Objectives: To determine the virulence genes present in Enterococcus faecalis samples

obtained from donated toothbrushes.

Materials and methods: We evaluated the incidence of virulence factors in 37 samples
obtained from toothbrushes from a voluntary donation. The genes evaluated were gelE, asal and
hyl. Multiplex PCR and agarose gel electrophoresis were performed to verify the presence of

these genes.

Results: The results obtained showed that the gelE and asal genes are more prevalent in

Enterococcus faecalis, while the hyl gene was absent in all the samples analyzed.

Conclusion: The virulence genes asal and gelE were found in E. faecalis samples

previously isolated from donated brush samples.

Key words: Enterococcus faecalis, virulence genes, PCR, bacteria.
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Introduccién

Las bacterias pertenecientes al género Enterococcus normalmente se encuentran alojadas
en el tracto digestivo y genitourinario del ser humano y al presentarse un desbalance en el
sistema inmune, pueden ocasionar los principales tipos de infecciones nosocomiales (Kiruthiga,
et al., 2020). Su presencia también se ha encontrado en infecciones de cavidad oral tales como
necrosis pulpar, conductos expuestos a cavidad oral y periodontitis apicales persistentes (Carrero

Martinez, et al., 2015).

El género Enterococcus ha adquirido importancia en el &mbito clinico debido al aumento
en su frecuencia como causa de infecciones y a la creciente diseminacion de cepas que presentan
resistencia a multiples farmacos. (Caraffini., Nobile., Figueroa., Vargas, & Tacchini, 2009). En
el caso de Enterococcus faecalis su capacidad patdgena se relaciona con diversos factores de
virulencia, tales como la sustancia de agregacion (asal), la gelatinasa (gelE), y la hialuronidasa
(hyl) (Kiruthiga, et al., 2020). La mayoria de los factores de virulencia especificos de los
Enterococcus estan codificados en plasmidos que permiten una rapida propagacion horizontal

entre aislados segin Gok SM., et al. (2020).

La sustancia de agregacion es expresada a partir del gen asal y es responsable de conferir
a la bacteria, una mayor capacidad de adhesion a las células tubulares renales, a las células
endocardicas del corazon, y permite la internalizacion de la bacteria en las células epiteliales
intestinales. Esta sustancia también facilita la transferencia genética en las bacterias,
favoreciendo su supervivencia y propagacion en diferentes entornos biologicos (Vankerckhoven,

et al., 2004).
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La gelatinasa, codificada por gelE, es una endopeptidasa/proteasa de zinc extracelular
producida por E. faecalis. Es responsable de dafiar el tejido del hospedador, facilitando asi la
migracion y la propagacion de bacterias. Ademas, contribuye a la colonizacion y persistencia
bacteriana al promover la formacion de biopeliculas (Kiruthiga, et al., 2020). La gelatinasa puede
hidrolizar gelatina, coldgeno, caseina y otros péptidos bioactivos, lo que sugiere que podria

participar en procesos inflamatorios. (Archimbaud, et al., 2002).

La hialuronidasa, cuya codificacion proviene del cromosoma hyl, es una enzima
caracteristica de E. faecium y comparte similitudes con las hialuronidasas encontradas en otros
cocos Gram positivos. Asi, el gen de virulencia hyl es encontrado en E. faecium, y E. faecalis, lo
gue nos sugiere una adaptacion especializada de esta bacteria (Kiruthiga, et al., 2020). Frente a lo
expuesto, este estudio pretende determinar la frecuencia de presencia o ausencia de los genes de
virulencia aislados de E. fecalis, detectados en cepillos dentales mediante una PCR Multiplex,
para establecer las afecciones que se podrian ocasionar en la cavidad bucal e identificar su

presencia en infecciones especificas como la periodontitis apical.
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Materiales y Métodos

Se plantea un estudio descriptivo, experimental in vitro, donde fueron analizados 37
aislados puros de E. faecalis, provenientes de diferentes muestras clinicas obtenidas de cepillos
dentales donados, con un tiempo minimo de uso de dos meses. Los tres pares de primers usados
para la amplificacion de los genes asal, gelE y hyl, asi como el tamafio esperado, se enlistan en
la Tabla 1. Los primers estuvieron basados en las parejas de primers publicados por
Vankerckhoven et al. (2004). Todas las muestras fueron cultivadas en agar nutritivo e incubadas

a 37.5 °C por 24 horas.

La PCR multiplex fue efectuada en un termociclador MiniAmp™ Plus. Se modifico el
protocolo de PCR descrito por Vankerckhoven et al. (2004) para la polimerasa GoTag. La
reaccion de amplificacion se realizd en microtubos de 200 pL con una concentracion de primers
de 0.1 uM, 1mM de cloruro de magnesio, 25 puL de GoTag® Green Master Mix, y 1 colonia pura
de E. faecalis para el molde de ADN, en un volumen total de 50 pL. Las condiciones de la PCR
consistieron en una desnaturalizacion inicial a 95 °C por 5 minutos, 30 ciclos de 94 °C por 1
minuto, 56 °C por 1 minuto y 72 °C por 1 minuto, seguido por una extension final a 72 °C por 10
minutos. Los amplicones fueron evaluados mediante una electroforesis en gel de agarosa a una

concentracion de 1.5 %.



Tabla 1. Genes de virulencia analizados para este estudio.
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Pares
Nombre del
Gen Factor de virulencia Secuencia de oligonucledtidos 5" a 3 de
primer
base
Sustancia de ASA 11 GCACGCTATTACGAACTATGA
asal 375
agregacion ASA 12 TAAGAAAGAACATCACCACGA
GEL 11 TATGACAATGCTTTTTGGGAT
gelE Gelatinasa 213
GEL 12 AGATGCACCCGAAATAATATA
HYL 1 ACAGAAGAGCTGCAGGAAATG
hyl Hialuronidasa 276

HYL 2 GACTGACGTCCAAGTTTCCAA

Nota: Los datos de la Tabla 1, fueron extraidos de (Vankerckhoven V. V., 2004)
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Resultados
De un total de 37 muestras de E. faecalis analizadas, se observé que el 81.08% (30/37)

presentaron el gen gelE; y el 21,62% (8/37), el gen asal (Tabla 2). El gen hyl estuvo ausente en

todas las muestras examinadas (Figura 1).

Figura 1. Revelado de la PCR Muliplex para genes de virulencia.
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Nota de imagen: Resultados obtenidos de electroforesis analizados en el trasiluminador,
mostrando el TrackIt™ 1 Kb Plus DNA Ladder en la izquierda, teniendo en orden las muestras
del control negativo (CN), control positivo (CP), las muestras analizadas en la imagen fueron
(140) positivo para asal y gelE, (137) positivo para gel, (133) positivo para asaly gelE, (131)

positivo para asal, (128) positivo para gelE, (118) positivo para asal, (116) positivo para gelE,

(98) positivo para gelE, (83) positivo para gelE y (82) positivo para gelE.

Como se observa en la Figura 1, algunas muestras de E. faecalis presentaron mas de un

gen de virulencia, correspondiendo al 8.10% (3/37).



Tabla 2. Resultados de muestras positivas para gen gelE y asal
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Genes de NUmero de muestras Ndmero de Porcentajes
. . . muestras :
virulencia positivas : obtenidos
analizadas
asal 8 37 21,62%
gelE 30 37 81.08%

Al final se obtuvo un 24.32% (9/37) de muestras que no presentaron ninguno de los genes

de virulencia analizados en el estudio (Figura 2).

Figura 2.

Genes de virulencia detectados en cada muestra analizada.
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Registro individual de muestras
analizadas de E.faecalis
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Discusion
Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que los genes analizados, tanto gelE
como asal, efectivamente se encontraban en las muestras previamente recolectadas de E.
faecalis; sin embargo, estudios como el de Gok SM, et al. (2020), mencionan que, a mas de los
genes determinados, pueden presentarse otros. Segun Vankerckhoven (2004), el gen hyl también
puede encontrarse en muestras de E. faecalis. Esto concuerda con la variedad de factores de

virulencia que se han encontrado en muestras obtenidas para distintos estudios como el de

Madsen, Skov, Gill, & Kemp, (2017), y Gok SM, et al. (2020).

Al comparar con otros estudios como el de Ali, et al. (2017), Laskin, Soltys, Berg, Riley.,
(1994) y McBride, et al. (2007), corroboramos que esta especie de bacteria, debido a su
resistencia intrinseca, es capaz de sobrevivir en el ambiente, por ello se comprende la presencia
de esta especie en las muestras obtenidas de cepillos dentales, sin embargo, al ser oportunistas,
primero deben adherirse y colonizar la mucosa oral para producir infecciones durante un
desequilibrio en el organismo (Kiruthiga, et al., 2020). Para evitar este riesgo de infeccién
bacteriana, se debe recomendar a los pacientes, cambiar el sitio de almacenamiento expuesto de

sus cepillos dentales a un ambiente cerrado y libre de humedad.

En cuanto al gen asal, entendemos segun Rakita et al. (1999), que es el encargado de
promover la adherencia, lo cual permite que se exprese al momento en que el organismo presenta
un desequilibrio. Dado a sus caracteristicas este gen es resistente a la fagocitosis por parte del
hospedador, a mas de evitar la activacion de neutrofilos para de esta manera pasar
desapercibidos, segun, Rakita et al. (1999). El gen gelE al ser uno de los mas observados en gran
parte de nuestras muestras, nos permite comprender de una mejor manera los resultados

obtenidos en este estudio, ya que dado a su virulencia como lo menciona Postlethwaite. & Kang.
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(1976), tiene la capacidad de degradar las células de su hospedador, lo cual justifica su
participacion en procesos inflamatorios en la cavidad oral, tales como pulpas inflamadas y
lesiones periapicales en tejidos sanos (Shin et al., 2002). A pesar de que en ninguna muestra se
observo el gen hyl, estudios como el de, Abou-Rass y Bogen, (1998) y Sunde et al. (2002), nos
indican que este puede facilitar el camino para la expresion de otros genes de virulencia,

aumentando asi la magnitud del dafio al hospedador.

El estudio de la virulencia de E. faecalis tiene como objetivos, impactar positivamente en
la prevencion, diagndstico y tratamiento de infecciones bacterianas, asi como también, avanzar
en el conocimiento cientifico de la microbiologia y patogénesis bacteriana, factores que trabajan
en conjunto para permitir su supervivencia en diferentes entornos y para causar infecciones
persistentes de dificil tratamiento, como es el caso de la colonizacion por biofilm de los
conductos radiculares por el E. faecalis, como se menciona en Kayaoglu G. & @rstavik D,
(2004). El conocimiento de estos factores es crucial para el desarrollo de estrategias efectivas de
prevencion y tratamiento de las infecciones causadas por E. faecalis, cuyos mecanismos de
virulencia, que comprenden desde la adhesion a las células hospedadoras, hasta la produccion de
toxinas, la resistencia a los antibioticos y la formacion de biofilms, demuestran su versatilidad y

capacidad para evadir los tratamientos convencionales.
Conclusion

En el andlisis de muestras de E. faecalis, previamente aisladas de cepillos dentales

donados, se encontraron los genes de virulencia asal y gelE.
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