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SELECCION Y CARACTERIZACION DE CEPAS NATIVAS DE Enterococcus CON
POTENCIALIDAD ANTIMICROBIANA AISLADAS DE QUESOS DE
ELABORACION ARTESANAL

SELECTION AND CHARACTERIZATION OF NATIVE Enterococcus STRAINS
WITH ANTIMICROBIAL POTENTIAL ISOLATED FROM ARTISANAL
MANUFACTURED CHEESES

Elena Quillama Polo?, Liz Cruz Pio? y Ginger Gandolfo Navarro?

Resumen

Los Enterococcus constituyen parte de la microbiota autéctona de quesos artesanales y
contribuyen con el desarrollo del aroma y maduracién de los quesos. Algunas cepas, sintetizan
péptidos antimicrobianos denominados enterocinas y pueden suprimir el crecimiento de
microorganismos patdgenos contaminantes de alimentos. El objetivo, fue seleccionar y caracterizar
cepas hativas de Enterococcus con actividad antimicrobiana de quesos artesanales. Para su
aislamiento, las muestras fueron sembradas en agar bilis esculina y agar MRS. La caracterizacion
fenotipica asi como la deteccién de sustancias antimicrobianas, fueron realizadas por métodos
bioquimicos, bicapa y difusidn en agar respectivamente. De 68 cepas aisladas, Enterococcus faecium
fue la especie predominante, seguida de Enterococcus durans y Enterococcus faecalis. Asimismo,
nueve cepas mostraron actividad antimicrobiana contra bacterias taxonémicamente afines y
patdgenas contaminantes de alimentos. Las cepas Enterococcus faecium QPa.1 y QPa.2 ejercieron
un efecto antagonista muy efectivo frente a Listeria monocytogenes. La sustancia antimicrobiana
producida por E. faecium QPa.1 fue inactivada por tripsina y a-quimotripsina, pero no por catalasa.
Ademaés, dicha actividad fue estable a pH 3y 9, a 100 °C por 20 miny a4y -20 °C durante 180
dias. En conclusion, Enterococcus faecium QPa.1l produjo una bacteriocina activa y especifica
contra Listeria monocytogenes, con posibilidad de ser utilizada como un cultivo bioprotector para
la preservacion de quesos.
Palabras clave: bacterias lacticas, actividad antimicrobiana, bacteriocinas, quesos.

Abstract

Enterococcus are part of indigenous microbiota of artisanal cheeses and contribute to the
development of the aroma and ripeness of cheeses. Some strains synthesize antimicrobial peptides
called enterocins that can suppress the growth of foodborne pathogenic microorganisms. The aim of
this research was to select and characterize native strains of Enterococcus with antimicrobial activity
isolated from artisanal cheeses. For their isolation, the samples were seeded in bile esculin agar and
MRS agar. Phenotypic characterization as well as the detection of antimicrobial substances were
carried out by biochemical, bilayer and diffusion on agar methods, respectively. Of 68 strains
isolated, Enterococcus faecium was the predominant species, followed by Enterococcus durans and
Enterococcus faecalis. Nine strains also showed antimicrobial activity against taxonomically related
bacteria and food-borne pathogens. Enterococcus faecium Qpa.1 and Qpa.2 strains exerted a very
effective antagonistic effect against Listeria monocytogenes. The antimicrobial substance produced
by E. faecium QPa.1 was inactivated by trypsin and a-chymotrypsin, but not by catalase. In addition,
this activity was stable at pH 3 and 9, at 100 °C for 20 min and at 4 and -20 °C for 180 days. In
conclusion, Enterococcus faecium QPa.l produced an active and specific bacteriocin against
Listeria monocytogenes, which could be used as a bioprotective culture for the preservation of
cheeses.
Key words: acid lactic bacteria, antimicrobial activity, bacteriocin, cheeses.

Introduccién segin Loépez de Gomara, fueron los espafioles los

La elaboracion de quesos se remonta a la época del  primeros en introducir el queso al Perd. A partir de esta
antiguo Egipto aproximadamente 3007-2975 a. C., fecha, su produccion se extendié especialmente al sur
alcanzando su popularidad en Greciay Roma. En 1552,  del pais donde adquirio la denominacion de JAPCHA o
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KAWCHU, que significa morder jebe o caucho
(Velasco del Real, 1892). El queso andino en particular,
es un producto tradicional elaborado artesanalmente
por los pobladores de la sierra central y sur del Perd.
Los quesos son producidos con leche cruda de vaca y/o
cabra, sin afiadir cultivos iniciadores y son apreciados
por sus singulares caracteristicas sensoriales. En
general, los quesos artesanales son obtenidos por
coagulacion de la leche, separacién del suero, salado,
moldeado, prensado y en algunos casos pasa por un
proceso de maduracion, donde ocurren una serie de
cambios secuenciales causados por las enzimas
coagulantes y fermentos naturales (Sanchez-Ponte,
2003). Estos productos son ricos en proteinas de alta
calidad, alto porcentaje de grasa y excelente fuente de
calcio, fésforo, hierro y vitaminas. Asimismo, tienen
una gran diversidad de sabores, texturas y formas,
debido a la variabilidad de leches, las condiciones
geogréaficas, climaticas y técnicas de procesamiento de
cada localidad (Beresford et al., 2001).

Los quesos tradicionales, presentan una poblacion
microbiana tipica y diferente y estdn conformadas
principalmente por bacterias lacticas (BAL) de los
géneros: Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus,
Leuconostoc y Enterococcus. Algunas cepas, pueden
contribuir al desarrollo del aroma y maduracién de los
quesos, debido a sus actividades proteolitica, lipolitica
y capacidad de sintetizar sustancias aromaéticas.
Ademés, muchos de sus productos metabolicos como
los &cidos orgénicos, diacetilo, peréxido de hidrégeno,
reuterina y bacteriocinas, mejoran la calidad vy
contribuyen a la bioconservacion de estos alimentos
(Banwo et al., 2013; Medeiros et al., 2016).

Las bacterias lacticas con propiedades probidticas
de los géneros Lactobacillus, Bifidobacterium v,
recientemente, las del género Enterococcus asociadas a
productos lacteos, son utilizadas en alimentos
funcionales. El género Enterococcus esta conformado
por mas de 26 especies, se caracterizan por ser ubicuas,
habitan los suelos, los alimentos, el agua y el tracto
gastrointestinal del hombre y los animales. Algunas
cepas benéficas de Enterococcus faecium, E. faecalis y
E. durans predominan en productos l4cteos (Banwo et
al., 2013).

Tradicionalmente, el queso artesanal se produce a
partir de leche sin pasteurizar por fermentacion
espontanea, donde intervienen bacterias lacticas
autéctonas. La actividad de las bacterias presentes
naturalmente en la leche no es controlada, pudiendo
resultar en algunos casos, un producto con
caracteristicas sensoriales menos uniformes (Leroy &
De Vuyst, 2004; Topisirovic et al., 2006; Suskovic et
al., 2010). Por lo tanto, la seleccidn de cepas autoctonas
de bacterias lacticas con propiedades biotecnoldgicas
es muy importante, para producir quesos con
caracteristicas organolépticas similares al producto
artesanal y seguros desde un punto de vista sanitario
(Ramirez-L6pez & Vélez-Ruiz, 2016). De esta manera,
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se puede mejorar y optimizar el control de los procesos
de fermentacion y obtener productos con propiedades
definidas y constantes (Speranza et al., 2015).

Asimismo, para garantizar la seguridad de los
quesos elaborados con leche cruda, se pueden utilizar
cepas autdctonas de Enterococcus faecium productoras
de bacteriocinas o sus metabolitos, para eliminar el
crecimiento de bacterias Gram positivas patdgenas
contaminantes de alimentos, particularmente Listeria
monocytogenes especie muy frecuente en quesos.
(Ennahar & Deschamps, 2000; Tulini et al., 2011;
Aspri et al., 2017).

Actualmente, las bacteriocinas producidas por
algunas cepas de Enterococcus son usadas en la
conservacion de un amplio rango de productos
alimenticios y son consideradas como una alternativa
prometedora  para  combatir la  resistencia
antimicrobiana emergente (Hanchi et al., 2018).

El objetivo de este estudio fue seleccionar y
caracterizar cepas autdctonas de Enterococcus con
actividad antimicrobiana aisladas de quesos regionales
de Peru.

Materiales y métodos
Aislamiento de cepas de Enterococcus
Un total de 14 muestras de quesos artesanales,

procedentes de las localidades de Coracora
(Ayacucho), Juliaca y Puno (Puno), Chalhuanca y
Soraya (Apurimac), Huancayo, Huénuco,

Huancavelica, Cajamarca, Arequipa y Huarochiri
(Lima), fueron recolectadas en recipientes estériles y
transportadas en condiciones asépticas para su
procesamiento inmediato. Para el aislamiento, se
tomaron 10 g de queso y se homogenizaron en 90 ml de
solucién salina peptonada. Del homogenizado
resultante se realizaron diluciones decimales seriadas
en solucion salina al 0.85%. Luego fueron sembradas
por el método de diseminacion en agar Man Rogosa
Sharpe  (MRS) (Merck, Darmstadt, Germany)
conteniendo cicloheximida al 0.05% y agar bilis
esculina pH 6.5. Las placas se incubaron en
condiciones de microaerofilia a 30 °C por 48-72 h. La
identificacion presuntiva se realizd en base a la
caracterizacion  morfolégica, comportamiento en
medios liquidos y prueba de la catalasa. Los cultivos
puros se conservaron a 4 °C en caldo MRS.
Caracterizacion fenotipica de cepas de Enterococcus

La identificacion bioquimica se realiz6 segin De
Vos et al. (2009), utilizando el medio base MRS
suplementado con parpura de bromocresol pH 6.5
conteniendo  diversos  carbohidratos:  arabinosa,
glucosa, lactosa, galactosa, maltosa, manitol, sacarosa,
ribosa, rafinosa, xilosa y melibiosa al 1%, incluyendo
las pruebas de gluconato de potasio, Voges Proskauer,
crecimiento en medios liquidos a diferentes
temperaturas (37, 45 y 60 °C) durante 15 y 30 min,
crecimiento en presencia de 6.5% NaCl, pH 9.6, 40%
de sales biliares e hidrdlisis de esculina.
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Busqueda de cepas productoras de sustancias
antagonistas

La exploraciébn de cepas de Enterococcus
productoras de sustancias antimicrobianas y cepas
sensibles o indicadoras a los compuestos en mencion,
se realizéd mediante la técnica de la bicapa (Barefoot &
Klaenhammer, 1983), enfrentdndolas unas contra otras
en grupos de 12. Las posibles cepas productoras fueron
sembradas por moteado en la superficie de Agar MRS
pH 6.5 e incubadas a 30 °C en condiciones de
microaerofilia durante 20 h hasta obtener un
crecimiento visible. Luego, se aplicé una segunda capa
de agar MRS semisélido a 50 °C previamente
inoculado con 100 pl de un cultivo activo de la posible
cepa sensible de 12 h de crecimiento. Una vez
solidificada la bicapa se procedié a incubar a 30 °C por
18 h en condiciones de microaerofilia. En esta etapa, no
fue excluido el posible efecto inhibitorio de los acidos
organicos ni del peroxido de hidrogeno. Las cepas de
Enterococcus que mostraron mayores tamafios de halos
de inhibicion y las cepas sensibles a los compuestos
inhibitorios,  fueron  seleccionadas para la
caracterizacion complementaria.
Caracterizacidn de las sustancias antimicrobianas
producidas por las cepas Enterococcus faecium QPa.1
y Enterococcus faecium QPa.2

La caracterizacion se realizé mediante el método de
difusion en agar (Tag & Mcgiven, 1971) utilizando los
sobrenadantes crudos libres de células (SLC) de
cultivos activos de las cepas productoras en fase
logaritmica tardia y cultivos puros de las cepas
indicadoras en fase logaritmica temprana a una D.O
560nm = 0.2. Los SLC fueron filtrados en membrana
Millex® GP de 0.22 um (Merck, Darmstadt, Germany)
y fraccionados de la siguiente manera: A) Sobrenadante
crudo, sin ningdn tratamiento (Control), B)
Sobrenadante tratado con NaOH a pH 6.5
(sobrenadante neutralizado), para comprobar si el
efecto inhibitorio es debido a la accion de &cidos
orgénicos y C) Sobrenadante neutralizado + catalasa (1
mg/ml; Sigma Aldrich) para demostrar si el efecto
inhibitorio del sobrenadante neutralizado es debido a la
accion del perdéxido de hidrégeno. Seguidamente, los
sobrenadantes tratados con antelacion, fueron
adicionados a los respectivos orificios realizados en
agar MRS semisdlido conteniendo 100 pl de la cepa
indicadora Enterococcus faecium QPe.1l. Después de
18 h de incubacion a 30 °C, se selecciono la cepa que
mostré mayor halo de inhibiciéon frente a la cepa
indicadora en mencién.
Efecto de las enzimas, temperatura y pH sobre la
sustancia antibacteriana producida por Enterococcus
faecium QPa.1

Para comprobar la estabilidad de la sustancia
antimicrobiana, el sobrenadante neutralizado libre de
células (SNLC) de la cepa seleccionada, fue tratado con
tripsina pH 6.9 (Sigma Aldrich) y a-quimotripsina pH
8 (Sigma Aldrich) a una concentracion final de 1 mg/ml
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e incubado a 30 °C por dos horas. EI SNLC fue también
calentado a 80 y 100 °C por 10 min, a 121 °C por 15
min y mantenido a 4 y -20 °C por 180 dias. Asimismo,
fue ajustado a pH 3y 9. La estabilidad de la sustancia
antimicrobiana, fue verificada utilizando el método de
difusion en agar.
Determinacion del espectro antimicrobiano

La determinacion de la capacidad de antibiosis de
las cepas Enterococcus faecium QPa.1 y Enterococcus
faecium  QPa.2 contra  bacterias  patégenas
contaminantes de alimentos: Salmonella typhimurium,
Escherichia  coli, Bacillus cereus, Listeria
monocytogenes y Staphylococcus aureus obtenidas del
banco de Cultivos Iniciadores y Probidticos Lacticos,
Facultad de Ciencias Biol6gicas — Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (CIPROLAC, FCB-
UNMSM), se realizé por el método de difusion en agar,
para lo cual, se prepararon 10 placas con Agar Brain
Heart Infussion (BHI) semisélido conteniendo 100 pl
de cultivos activos de cada una de las cepas patdgenas
de 12 horas de crecimiento (D.O = 0.2 a 560 nm), donde
se hicieron los orificios respectivos y se agregaron 100
pl de los sobrenadantes libres de células A, B, C y
sobrenadantes ajustados a pH 3, pH 8 y conservados a
-20 °C por 180 dias. Después de 24 h de incubacion, se
observaron zonas claras alrededor de los orificios. El
caldo MRS sin microorganismo fue utilizado como
control negativo.

Resultados y discusion
Aislamiento y caracterizacion fenotipica de cepas de
Enterococcus

De un total de 14 muestras de quesos frescos y
semimaduros de elaboracidén artesanal procedentes de
diferentes zonas del centro y sur de Peru, se lograron
aislar e identificar por métodos fenotipicos 68 cepas de
Enterococcus (Tabla 1), correspondiendo el 56% a
Enterococcus faecium, el 3% a Enterococcus durans y
el 1% a Enterococcus faecalis. 27 cepas de
Enterococcus no fueron identificadas porque mostraron
un perfil bioquimico atipico (Tabla 2). Estas bacterias
fueron caracterizadas como cocos Gram positivos,
catalasa negativos, tolerantes a altas concentraciones de
cloruro de sodio, de sales biliares y a pH 9.6. Ademas,
mostraron resistencia a 60 °C por 30 min e hidrolizaron
la esculina. Estos resultados revelaron que en la
mayoria de los quesos evaluados de distinta
procedencia, predomind Enterococcus faecium, lo que
indica su activa participacion en la fermentacion de los
quesos artesanales. Resultados similares reportaron
Jurkovi¢ et al. (2006) y Slyvka et al. (2018) quienes
también identificaron las especies de Enterococcus
faecium, E. durans y E. faecalis, en quesos bryndza y
quesos Carpatianos tradicionales de Eslovaquia,
mediante métodos fenotipicos 'y moleculares.
Asimismo, en quesos de elaboracién artesanal
producidos en dos regiones de Brazil, Medeiros et al.
(2016) y Luiz et al. (2016), revelaron la presencia de
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una microbiota diversificada de bacterias lacticas,
prevaleciendo las especies Enterococcus faecium, E.
faecalis, E. italicus y E. durans, coincidiendo con los
resultados obtenidos en este estudio a excepcion de
Enterococcus italicus.
Seleccion de cepas nativas de Enterococcus con
actividad antimicrobiana

De 68 cepas de Enterococcus aisladas de quesos, se
seleccionaron  nueve  cepas con  actividad
antimicrobiana por el método de la bicapa (Barefoot &
Klaenhammer, 1983), correspondiendo siete a
Enterococcus faecium, una a Enterococcus faecalis y
una a Enterococcus durans. Ademas, se registr6 un alto
porcentaje de cepas sensibles taxonémicamente afines
(Tabla 3). Las cepas que mostraron mayores tamafios
de halos de inhibicién (19 a 20 mm) frente a la cepa
indicadora QPe.1 fueron Enterococcus faecium QPa.l
y Enterococcus faecium QPa.2 (Figura 1). Otros
autores como Franz et al. (1996), emplearon también el
método de la bicapa para explorar cepas de

Enterococcus con actividad antagonista en productos
vegetales fermentados como las aceitunas, utilizando
como cepas indicadoras, las especies Lactobacillus
sakei DSM 20017, Leuconostoc mesenteroides DSM
20343, Lb. plantarum DSM 20174 y Enterococcus
faecalis DSM 20380.

A: Halo de inhibicién (negativo) de Lactobacillus casei y
B: Halo de inhibicién (positivo) de Enterococcus faecium
QPa.1 frente a Enterococcus faecium QPe.1.

Figura 1. Actividad antimicrobiana de cepas de
bacterias lacticas contra Enterococcus faecium QPe.1.

Caracterizacion del compuesto inhibitorio producido
por las cepas Enterococcus faecium QPa.1y
Enterococcus faecium QPa.2

Para caracterizar las sustancias antimicrobianas
contenidas en los SNLC de Enterococcus faecium
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QPa.1l y Enterococcus faecium QPa.2 contra cepas
taxondmicamente afines, se utilizd el método de
difusion en agar. Los resultados obtenidos indicaron
que el efecto de las sustancias antimicrobianas
producidas por las cepas productoras, no fue debido a
la presencia de acidos organicos ni agua oxigenada
(Tabla 4). Resultados coincidentes fueron obtenidos
por Khay et al. (2011), quienes seleccionaron a partir
de leche de camello en Marruecos, una cepa de
Enterococcus faecium R111 y dos cepas de
Enterococcus durans E204, y E214 con actividad
antimicrobiana contra cepas taxonémicamente afines
por el método de difusion en agar.
Determinacion del espectro antimicrobiano

Las cepas Enterococcus faecium QPa.l vy
Enterococcus faecium QPa.2, aisladas de quesos de
elaboracion artesanal de la region de Puno, mostraron
una actividad inhibitoria efectiva contra E. faecium
QPe.1 y Listeria monocytogenes (Tablas 4 y 6, Figura
2). Diversos autores también reportaron que ciertas
cepas de E. faecium asociados a leche de vaca (Banwo
et al., 2013), quesos Koopeh de Iran (Hassanzadazar et
al., 2014), quesos Coalho de Brasil (Freitas et al., 2013;
Dos Santos et al., 2014) y quesos de cabra de Francia
(Hammi et al., 2018), produjeron un efecto inhibitorio
contra Listeria monocytogenes, con probabilidades de
ser utilizados como probi6ticos y/o cultivos iniciadores
(Banwo et al., 2013; Hassanzadazar et al., 2014;
Furlaneto-Maia et al., 2017).

A: Sobrenadante crudo, B: Sobrenadante tratado a pH 3,
C: Sobrenadante tratado a pH 8, D: Sobrenadante almacenado
a -20°C por 180 dias, E: Sobrenadante neutralizado y F:
Sobrenadante neutralizado mas catalasa.

Figura 2. Actividad inhibitoria de Enterococcus
faecium QPa.1 frente a Listeria monocytogenes.
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Efecto de las enzimas, temperatura y pH sobre la
sustancia antibacteriana producida por Enterococcus
faecium QPa.1

La actividad antimicrobiana del sobrenadante
neutralizado libre de células de la cepa seleccionada E.
faecium QPa.1 fue completamente inactivada después
de ser tratada con las enzimas proteoliticas tripsina y a-
quimotripsina, indicando que el compuesto inhibitorio
es de naturaleza proteica (Tabla 5). Asimismo, cuando
el sobrenadante neutralizado libre de células de E.
faecium QPa.1 fue tratado a diferentes temperaturas, la
actividad inhibitoria fue completamente estable a 80 y
100 °C durante 20 min. Por otro lado, se pudo observar
que la actividad de la sustancia antagonista fue también
estable a pH 3y 9 después de 24 horas de incubacion a
30 °C. Con respecto a la estabilidad de la sustancia
antimicrobiana producida por E. faecium QPa.l a
diferentes temperaturas en funcién del tiempo, se
comprobd que la actividad del SNLC de la cepa
productora, fue completamente estable durante 180
diasa4y -20 °C.

En base a estos resultados, se confirmé que la
sustancia antimicrobiana producida por la cepa
Enterococcus faecium QPa.l es wuna posible
bacteriocina, coincidiendo con los resultados obtenidos
por Ennahar & Deschamps (2000) quienes
seleccionaron a partir de queso, la cepa E. faecium
EF01 de espectro reducido y alta especificidad contra
cepas de Listeria monocytogenes y estable a pH 4 hasta
9. Por otro lado, Dos Santos et al. (2014) también
demostraron que las sustancias antimicrobianas
producidas por E. faecium EM485 y E. faecium
EM925, aisladas de quesos de Brasil, fueron
inactivadas por enzimas proteoliticas y se mantuvieron
estables a pH 2 y 10, y a 100 °C por 20 min. También,
Banwo et al. (2013) revelaron que las sustancias
antagonistas producidas por E. faecium CM4 y E.
faecium 2CM1 fueron inactivadas completamente por
proteinasa K y pronasa E, y parcialmente por tripsina.
Asimismo, fueron estables a pH 4 y 9, y mostraron una
estabilidad relativa hasta 60 °C por 30 min 'y a 100 °C
por 10 min. La estabilidad térmica es una propiedad
comin de las bacteriocinas producidas por
Enterococcus, y €s un rasgo muy importante para su
uso como conservante alimentario, ya que muchos
procedimientos de procesamiento de alimentos
implican un tratamiento térmico (Lee et al., 1999;
Yildirim et al., 2014). Franz et al. (1996), comprobaron
también que la cepa Enterococcus faecium BFE 900
asociada a aceitunas negras, producia una bacteriocina
denominada enterocina 900, estable a 121 °C por 15
miny apH 2 a10. A su vez, fue inactivada por pepsina,
a-quimotripsina, proteinasa K y tripsina. De la misma
manera, Yusuf & Hamind (2012) demostraron que la
actividad de la bacteriocina BFE 900 producida por E.
faecium B3L3 fue estable a 100 °C por 15 min, a4y -
20 °C, aun pH 4y 10, y fue completamente inactivada
por la tripsina. Tulini et al. (2011) y Aspri et al. (2017)
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también, han demostrado que las bacteriocinas
producidas por las cepas de Enterococcus faecium
fueron inactivadas por enzimas proteoliticas, y cuando
fueron tratadas a diferentes rangos de pH 2a 10y a
temperaturas de 121 °C por 15 min no perdieron su
actividad antimicrobiana. Estos resultados fueron
similares para la mayoria de las enterocinas producidas
por diferentes cepas nativas de Enterococcus descritas
por los autores antes mencionados, incluyendo
Enterococcus faecium QPa.1.

La importancia de las bacteriocinas enterococales,
radica en su actividad antilisterial. Numerosas cepas de
Enterococcus faecium y E. faecalis aisladas de
productos lacteos y otras fuentes alimenticias,
producen una variedad de sustancias antimicrobianas
como las enterocinas con actividad antagonista
especifica contra Listeria monocytogenes,
microorganismo patégeno contaminante de alimentos
(Hanchi et al., 2018).

Conclusién

Nuestro estudio confirmé la presencia de cepas de
Enterococcus, como parte importante de la microbiota
autéctona de los quesos tradicionales, siendo
Enterococcus faecium la especie predominante.

Ademas, se comprob6 que Enterococcus faecium
QPa.1 produjo una sustancia antimicrobiana especifica
contra Listeria monocytogenes, patégeno frecuente en
quesos. A su vez, la naturaleza de la sustancia
antagonista producida por la cepa en mencién no es
acido orgénico ni peréxido de hidrdégeno sino una
posible bacteriocina, con perspectivas de ser utilizada
como biopreservante natural en la elaboracion de
quesos andinos y otros alimentos regionales.
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Tabla 1. Aislamiento de cepas de Enterococcus asociadas a quesos artesanales procedentes de diferentes

departamentos del Peru.

Procedencia  Localidad Tipo de Tiempo de Especies
muestra maduracién (dias)
Apurimac Chalhuanca fresco 7 Enterococcus sp. (8)
Enterococcus faecium (5)
Soraya maduro 30 Enterococcus sp. (1)
Cajamarca fresco 7 Enterococcus sp. (1)
Cajamarca Enterococcus faecium (3)
semimaduro 15-21 Enterococcus faecium (1)
Lima Huarochiri fresco 7 Enterococcus faecium (4)
Arequipa Yuta fresco 7 Enterococcus faecium (4)
Enterococcus faecalis (1)
Pampa Colca  semimaduro 15-21 Enterococcus sp. (2)
Arequipa semimaduro 15-21 Enterococcus faecium (3)
Enterococcus sp. (3)
Enterococcus durans (1)
Puno Puno semimaduro 15-21 Enterococcus sp. (1)
Enterococcus faecium (13)
Enterococcus durans (1)
Juliaca semimaduro 15-21 Enterococcus sp. (2)
Huancayo Huancayo semimaduro 15-21 Enterococcus faecium (2)
Huénuco Huénuco semimaduro 15-21 Enterococcus sp. (4)
Ayacucho Cora Cora semimaduro 15-21 Enterococcus sp. (4) Enterococcus faecium (2)
semimaduro 30 Enterococcus sp. (1)
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Tabla 2. Caracterizacion morfolégica, cultural, fisiolégica y bioquimica de cepas nativas de Enterococcus aisladas

de quesos regionales.

Caracteristicas

Enterococcus faecium

Enterococcus durans

Enterococcus faecalis

Enterococcus sp.

(38 cepas) (2 cepas) (1 cepa) (27 cepas)
Morfologia de la colonia Forma circular, borde Forma circular, borde Forma circular, borde Forma circular,
entero, blanca, 1 mm entero, crema, 1 mm entero, borde entero
de diametro de diametro crema, 1 mm de amarilloclaro<1
diametro mm de diametro

Coloracion Gram

Comportamiento en caldo
MRS

Catalasa

Produccion de acidez:
Glucosa

Lactosa

Galactosa

Sacarosa

Maltosa

Manitol

Melibiosa

Rafinosa

Ribosa

Arabinosa

Xilosa

Crecimiento:

45°C

37°C

pH 9.6

NaCl 6.5%

Sales biliares 40%
Sobrevivencia a 60 °C:
15 minutos

30 minutos

Voges Proskauer
Gluconato de Potasio
Hidrolisis de Esculina

Cocos Gram positivos
en cadenas largas y
cortas

Cocos Gram positivos
en pares y cadenas
cortas

Cocos Gram positivos
en pares y cadenas
cortas

Cocos Gram
positivos en pares,
cadenas cortas

Turbidez en 2 fases,

Turbidez homogénea,

Turbidez en 2 fases,

Turbidez en 2

sedimento sedimento sedimento fases, sedimento
blanquecino compacto  blanquecino blanquecino blanquecino

no compacto no compacto compacto
+ + + +
+ + + +
+ + + +
v - + +
+ + + +
+ - d +
Vv - - +
\Y; - + +
- - + -
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
+ + + +
% - + -
\% + + +
+ + + +

+: Reaccion positiva; -: reaccion negativa; v: reaccion variable
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Tabla 3. Inhibicion de cepas taxonémicamente afines por sustancias antimicrobianas
producidas por Enterococcus aisladas de quesos regionales.

Cepas productoras

Cepas indicadoras

Diametro de inhibicién

(mm)

Enterococcus faecium QHch.3 Lactococcus sp. QCS.d 5.0
Lactococcus sp. QCCF.c 2.0

Enterococcus faecalis QYA.b Lactococcus lactis QYA.a 15.0
Lactococcus lactis QYA.c 18.0

Lactococcus lactis QYA.e 18.0

Lactococcus lactis QYA.f 18.0

Lactococcus lactis QYA.g 18.0

Lactococcus lactis QYA.2 15.0

Lactococcus lactis QYA.3 14.0

Lactococcus lactis QYA.4 17.0

Lactococcus lactis QYA.5 18.0

Enterococcus durans QPe 13.0

Enterococcus faecium QPf.1 12.0

Enterococcus faecium QP5.1 18.0

Enterococcus faecium QPe.1 15.0

Enterococcus faecium QPa.1 Enterococcus faecium QPb.1 18.0
Enterococcus faecium QPf.1 13.0

Enterococcus faecium QP5.1 18.0

Lactobacillus sp. QP5.2a 18.0

Enterococcus faecium QPe.1 20.0

Enterococcus faecium QPa.2 Enterococcus faecium QP8 18.0
Enterococcus faecium QPc.2 18.0

Enterococcus faecium QPe.1 20.0

Enterococcus faecium QPf.1 16.0

Enterococcus durans QPe 15.0

Lactococcus lactis QYA.5 10.0

Enterococcus faecium QP5.1 18.0

Enterococcus faecium QP7 Enterococcus durans QPe 14.0
Enterococcus sp. QC2 11.0

Enterococcus faecium QPe.1 8.0

Enterococcus faecium QPf.1 7.0

Enterococcus faecium QP5.1 8.0

Enterococcus faecium QPb.2 Enterococcus faecium QP8 16.0
Enterococcus faecium QPc.2 9.0

Enterococcus faecium QPe.1 10.0

Enterococcus faecium QPf.1 7.0

Enterococcus faecium QP2.2 14.0

Enterococcus durans QPe 6.0

Enterococcus faecium QP5.1 8.0

Enterococcus faecium QP8 16.0

Enterococcus faecium QP5.2 Enterococcus faecium QPc.2 8.0
Enterococcus faecium QPe.1 10.0

Enterococcus faecium QPf.1 9.0

Enterococcus faecium QP2.2 10.0

Enterococcus durans QPe 6.0

Enterococcus faecium QP5.1 7.0

Lactococcus lactis QPA.5 9.0

Enterococcus faecium QPA.I Lactococcus lactis QPA.d 9.0
Enterococcus faecium QP2.2 7.0

Enterococcus durans QPA.f Lactococcus sp. QCCF.c 12.0
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Tabla 4. Actividad antimicrobiana de cepas de Enterococcus faecium contra
bacterias estrechamente relacionadas.

Cepas productoras Cepas indicadoras Diametro de Inhibicion
(mm)

Enterococcus faecium QPa.1l ~ Enterococcus faecium QPe.1 20
Enterococcus faecium QPb.1 18
Enterococcus faecium QPf.1 13
Enterococcus faecium QP5.1 18

Enterococcus faecium QPa.2  Enterococcus faecium QP8 18
Enterococcus faecium QPc.2 18
Enterococcus faecium QPe.1 19
Enterococcus faecium QPf.1 16
Enterococcus durans QPe 15
Lactococcus lactis QYA.5 10
Enterococcus faecium QP5.1 18

Tabla 5. Efecto de enzimas sobre el sobrenadante
neutralizado de un cultivo de Enterococcus faecium

QPa.l.
Tratamiento enzimatico Diametro de actividad
(mm)
Control 20.0
Tripsina 0.0
a-quimotripsina 0.0

Tabla 6. Efecto inhibitorio de cepas nativas de Enterococcus faecium contra bacterias
patégenas contaminantes de alimentos.
Diametro de la zona de inhibicién (mm) contra cepas sensibles

Cepa 9 %) I
cE & S 8 g3
=3 = 2] © o
25 2= =35 58 837 5O
2 e < g S = 2= == o E
e = < © c D ®L O > 3 = 5
=< [5) m © T o £ ®© L3
o (72} o [oR =]
© 2> W e ] o &
e n 4=
Enterococcus faecium QPa.1 4 4 6 20 6 20
Enterococcus faecium QPa.2 4 4 4 17 4 19

Cepa indicadora: E. faecium QPe.1.
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