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RESUMEN. Se trabajaron 101 cepas, 80 de Escherichia coli v 21 de otros
generos aislados de muestras clinicas provenientes de diferentes hospitales
de la capital en el periodo comprendide entre Octubre de 1989 y Enero de
1990. A todas fas cepas se les realizd la deteccion de la enzima B-Glucuroni-
dasa en condicines establecidas por nuestro laboratorio y se compard con
los resultados obtenidos por el método del enterotubo de ta ROCHE. Del to-
tal de cepas de Escherichia coli, 75 fueron positivas a la prueba de la detec-
cidn de la B-Glucuronidasa para tn 94 % de sensibilidad v se obtuvo una
especificidad del 100 %,

ABSTRACT. The enzyme B-Glucuranidase was detected m 101 strams (80
Escherichia coli and 21 from other genus) isolated from different hospitals,
using a methed stablished in our laboratory. The results were compared to
reference method of Enterotube from La Roche. Out of all E. eolf strams, 75
of them were positive to the test for a 94 % of sensitivity also obtaming a
100 %o specificity.

INTRODUCCION

Es necesario encontrar métodos de diagndstico que disminuyan
los esfuerzos técnicos, el costo y el iempo asociade con la identifica-
¢idn de los microorganismos, lo que podria mejorar la atencién al pa-
ciente y disminuir los gastos del laboratorio.

La Escherichia coli es comunmente aislada de especimenes cli-
nicos, especialmente del tracto urinario, donde su incidencia es del
80 %. "% También es utilizada como indicador de contaminacién fe-
cal por presentarse en mayor nimero que otros coliformes y patoge-
nos en las aguas. * Ella constituye el dnico bacilo Gram negativo,
fermentador de lactosa capaz de producir B-Glucuronidasa 2219

Asi la presencia de esta enzima y una adecuada morfologia (ba-
cilos cortos Gram negativos que forman colonias fermentadoras de
lactosa) son suficientes para identificar este microorganismo, 23810
lo que cantribuitia a un ahorro de recursos y iempo considerable.

Oftras especies del género Sa/monellay Shigella pueden producir
B-Glucuronidasa pgro no son fermentadoras de lactosa, lo que per-
mitiria excluirlas. 9

Por todo lo antes expuesto nos propusimos desarrollar y evaluar
un método rapido, sencillo y poco eostoso para la identificacion de
Escherichia coli que pudiera infroducirse en nuestra red hospitalaria.

MATERIALES Y METODOS

Cepas empleadas: una cepa de Escherichia coli ATCC 25022 y
otras 101 cepas provenientes de aislamientos de pacientes de dife-
rentes centros hospitalarios: 36 cepas de E. colf aisladas en el Pe-
dridico "Juan Manuel Marquez' y 21 de ofros géneros del mismo
centro, 34 cepas de E. cofi del Hospitat Clinico Quirirgico "Joaguin
Albarran”, 5 cepas del hospital "Carlos J. Finlay", y 4 cepas de £. coli
del hospital "William Soler".

Todas fueron identificadas por el método def Enterotubo de la
ROCHE, que se empleé com métado de referencia, y cultivadas en
agar sangre, cufias de agar nutriente, asi como conservadas en Cis-
tina Tripticasa Agar (CTA).

METODOS EMPLEADOS PARA LA DETEC-
CION DE LA ENZIMA

Los métodos empleados para la deteccion de la enzima se basan
en lareaccion de la 3-Glucuronidasa con el sustrato 4-metilumbellife-
ril-3-D-glucurdnida (no fluorescente), fiberandose metilumbelliferona,
que fluoresce a pH alcaline.

Para la estandarizacion de las condiciones de la determinacion
enzimatica se estudit el efecto de diferentes factores sobre la mis-
ma: concentracion celular, iempo de incubacion y concentracion del
sustrato, empleandose en estos estudios el método A.

METODO A. 100 L de muestra mas 200 uL del sustrato 4-meti-
lumbeliiferil B-D-glucurénido (5,28 mg + 200 uL dedimetiisulfoxido en
10 mL de PBS 0,01 M, pH 7.2} san incubadas 30 min a 37°C. Se de-
tiene la reaccion enzimatica por adicién B0O L de buffer Carbonato
de Sodio, 0,5 M, pH 10,7. Las lecturas en el fluorimetro fueron para
una longitud de onda de excitacion de 365 nm y una longitud de
onda de emision de 448 nm.

En la Figura 1 se muestra la curva de calibracion de la metilum-
belliferona para una concentracion entre 0,03 a 0,3 M. En el eje de
las abeisas se representan los ng/mL de 4-metilumbeiliferona, y en el
eje de las ordenadas las unidades de intensidad fluorescente (UIF).
La recta de mejor ajuste tiene un coeficiente de regresion de 0.9979.
Para el ajuste del fluorimetro se utilizd una solucion de Suffato de
Quinina.
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Flg 1. Curva de callbracléon con 4-metilumbelilferona.

Para la evaluacion de la actividad enzimatica en ias cepas un:
vez que se estudid el Sistema, se utilizo el método B.

METODO B. 1 & 2 colonias del germen son impregnadas sobre
un disco que contiene el sustrato, se incuba 15 min a 37°C después
de afiadir una gota de agua para acelerar la reaccion. Se detiene la
reaccion con NaOH 1 M (10 pL), y se observa la fluorescencia bajo
una lampara de luz uitravicleta.

El resultado se clasificd segiin ia intensidad fluorescente en 0, 1,
2y 3 cruces.

Con el objetivo de cuantificar la fluorescencia observada en el
método B se empled el método A modificado, utilizando discos im-
pregnados con el sustrato, en los que se colocaron 2 colonias de E.
coli. El tiempo de incubacion fue de 15 min. Este expetimento se re-
pitid 10 veces, para demostrar cuantitativamente las diferencias en-"
tre ios discos controies y una muestra positiva.
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Fig 2. Efecto de la concentraclon de sustrato sobre la
actividad enzimétiea. ( ) Lecturas tomadas a los 30 min
de Incubaclon y ( ) Lecturas tomadas a los 60 min de
incubacion.

El sustrato empleado es proveniente de la firma Koch-Light. Para
la determinacion de la cons}ante de Michaelis-Menten (Km),
empled el Método de Hanes

Para la comprobacion de Ia estabiidad de los discos se aplico el
Meétodo B a 40 discos en total, que fueron conservados a 4°C, duran-
te un periodo de 3 meses.

DETERMINACION DE LA SENSIBILIDAD Y
ESPECIFICIDAD DEL METODO

Se tomaron como verdaderos positivos (VP) a los identificados
como £. cofi por el método del Enterotubo y 3-Glucuronidasa positivo
{glu”).

Se consideraron como verdaderos negativos (VN} a los identifica-
dos como no E. coli por el método del Enterotubo y (glu’).

Los faisos positivos (FP) fueron aquellos identificados como no E.
coli por el método del Enterotuba y {giu*).

Los falsos negativos (FN) fueron aquellos identificados coma E.
coli par el método del Enterotubo y (glu” ).

SENSIBILIDAD (8) = .. VP v 100
VP + FN
ESPECIFICIDAD (E)= YNy 40
VN + FP
VALOR PREDICTIVO POSITIVO (PPV) = . -—YF % 100
VP + FP
VP x100

VALOR PREDICTIVO NEGATIVO (PPN) = . —
VP + FP

El estudio del efecto de la concentracion celular sobre la actividad
enzimatica arrojé6 que la misma, entre 10° y 107, es directamente
proporcional a la actividad enzimatica. Por encima de 107 se presen-
ta una disminucién de la velocidad debido posiblemente a un agota-
miento del sustrato

Este efecto se observa tanto para los 30 como los 60 min como
se muestra en la Figura 2. En el eje de las ahcisas se representa la
cantidad de células empleadas (x 107 ) ¥ en las ordenadas las unida-
des de intensidad fluorescente con respecta al blanco.

La actividad enzimatica en funcion del tiempo presenta un com-
portamiento sigmoideo como se ve en la Figura 3. La actividad enzi-
matica se realiza en células permeabilizadas seglin se ex Pllca en
Materiales y Métodos y se expresa en las ordenadas en 10°"? moles
de 4-metilumbelliferona liberada x min™! x células™.

Después de los 25 minutos ocurre un aumento de la pendiente,
describiendo una curva que tiende a formar meseta. Esto puede de-
berse a que el dimetilsulfoxido para actuar necesita cierto tiempo de
incubacidn a partir de la cual aumenta la cantidad de sustrato que
enfra en contacto con Ja enzima celuiar, A pesar de que el campor-
tamiento es semejante a un fenémena de induccion esta posibilidad
se descarta ya que el iempo de |a reaccion no es suficiente para de-
sencadenar un fendmeno inductor.

El efecto de ta concentracion del sustrato puede observarse en la
Figura 4. En las abcisas se representa la concentracién del sustrato
4-metilumbelliferil-B-D-glucurénido. En las ordenadas se representa
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Fig 3. Efecto del iempo sobre la actividad enzimatica.

la velocidad expresada en cambio de intensidad tluorescente en 40
min. En la medida que aumenta la cantidad de sustrato, aumenta la
intensidad fiuorescente y por tanto la actividad enzimatica, hasta un
valor de saturacion a partir del cual se mantiene constante.

TABLA |

Valores de fluorescencia obtenidos a partir de discos aplicando el
metodo a modlﬁcado )

PN" 1, 2]/3/4]5l6;,7 819 10
Ul 135 4 ‘4.5 55|45 45|45155 5555

(*) Los resultados aparece repoftados con |a sustraccion del valor medio de
los blaneos {x = 1,5)
** Unidades de Intensidad Fluerescente

Durante el emplea del Método A modificado se obtuvieron los va-
lores gue aparecen en la Tabla |l. Como puede observarse existe
una diferencia manifiesta entre los valores del blanco y las determi-
naciones. El valor medio de la intensidad después de la correccion
del blanco es de 4,75 con una desviacion estandar de 0,72,

TABLAI

Resultados Obtenidos Con Cepas De £, Coli Aisladas De Pacien-

tes

| CEPASDEE. coli| _ POSITIVOS NEGATIVOS |
. Enteropatogenas 8 B A
| __Tipicas 40 o .5 4
| Otras cepas 27 o - o
5 Total 75 } 5 i

" Las 5 que no mostraron fluorescencia se interpretaron como ce-
pas con bajos niveles de la enzima.
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Flg 4. Efecto de la concentraclon celular sobre la
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TABLA Il

RESULTADOS OBTENIDOS A PARTIR DE CEPAS AISLADAS
DE PACIENTES

Dtras cepas posithvos negativo

Serrafla liquefaciens . -2

! Clitrobacter freundii -1 ]
'Klebslella oxitoca e

Klebsiella pneumoniae -1

Serratia marcescens -1

Enterobacter agglomerans -1

‘Micrococcus sp -1
|Pseudomonas sp. -11

Salmonella sp. . -1
Staphilococcus coagulasa +1 o
Total L2

La constante de Michaelis {Km) por el Método de Hanes cs de
0,078"mM y la velocidad maxima (Vma} es de 19,4 nm/min. En el
caso de las cepas aisladas de pacientes que fueron sometidas a la
determinacion, no existieron FP, y solamente 5 cepas de E. cofi no
manifestaron actividad enzimatica {ver Tabla Il). Existié correspon-
dencia por amhos métodos para 96 cepas de un total de 101 {ver
Tablas 1l y IlI}.

Con la cepa ATCC se ensay6 67 veces el Método B obteniéndo-
se repetidamente fluorescencia con una intensidad de 3 cruces. La
conservacion de los discos fue buena durante 3 meses, o sea hubo
ausencia de fluorescencia en todos los casos, lo que odemostrd su
estabilidad a 4°C.

De igual forma se ensayb per incUpanuo o nucroorganismo con
los discos sobre la superficie del medio de cultivo durante toda la no-
che, asi como colocando el disco 15 min sobre el crecimiento obteni-
do en placa después de incubacion toda [a noche. £n ambos casos
se obtuvo el mismo resultado (fluorescencia en presencia del mi-
croorganismo y ausencia de la misma en el control negativo).

Los valores de SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD obtenidos
para el método B fueron los siguientes: S = 94 %, E = 100 %, asi
como los VALORES PREDICTNG POSITVO, Y PREDICTIVO NE-
GATIVO arrojaron porcientos de: VPP = 100 %, VPN = B1 %.

Los valores de sensibilidad y especificidad reportados en la bibli-
ografia consultada para aquetlos métodos de identificacion de E. coli
que se basan en la deteccion de esta enzima (la B-Glucuronidasa)

oscilan entre un 93 y 97 % 4,10 y un 98 - 99 % 2 respectivamente,
coincidiendo con los resultados alcanzados por nasotres.

Ne acuerdo a estos planteamientos podemos asegurar que el
Método B brindd resultados confiables en un corto periodo de tiem-
po, {solo 15 min), con gran sencillez en su realizacion, y un bajo cos-
to, 0,50 $ por cada 200 determinaciones, brindando grandes pers-
pectivas a su uso para el diagnéstico.

CONCLUSIONES

Analizando los resultados obtenidos, el nuevo meéetodo resultd lo
suficientemente sensible y aftamente especifico para el total de
muestras analizadas, o sea, demostrd que los bacilos con adecuada
morfologia, que son B-Glucuronidasa positivos, pueden ser conside-
rados como presuntas cepas de £. coll por tanto es recomendable
para el diagnéstico lo que conlievaria a un mayor ahotro, eficiencia y
rapidez en el laboratoria.
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SISTEMA DE NTRODUCCION
CROMATOGRAFICA

gistema autemdtico para la praduccion cromatogréfica de desorcidn térmica-criocancentracion directa (D.T-C. C. 0.), disefiade en
base a experiencias de faharatorio sabre procedimientos de introduccion de sustancias extraidas y preconcentradas en polimeros
porosos y por la técnica de desorcign térmica controlada con el efecto de criococentracion directa. El mismo es acoplable
directamente a cualquier cromatdgrafo de gases, permitiendo la introduccidn de microcantidades de muestras en columnas de
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rellena.
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