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RESUMEN. Se evalué la actividad de la 8-fucosidasa, B-arabinosidasa, 8-
xilosidasa, B-ghicosidasa y B-glacuronidasa en cepas de Escherichia coli,
Kiebsiella sp, Enterobacter sp, y Serratia sp, frente a una bateria de sus-
tratos fluorescentes derivados de la metilumbelliferana, detectindose alta ac-
tividad de la enzima B-Glucosidasa en los géneros Klebsiella y Enterobac-
ter. La f-ghicosidasa resulté de gran importancia para la identificacién de
los gineros Klebsiella y Enterobacter cuando se combmo con la deteccion
cualitativa de la enzima omitinadescarboxilasa, al permitiv la clasificacion
en solo 3h 30 mm. También se detecté actividad B-alosidasa en Klebsiella,
Emerobacter v Escherichia coli y actividad B-glucuronidasa en Escherichia
coli.

ABSTRACT. The activity of B-fucosidase, B-arabmosidase, B-xilosidase, B-
ghicosidase and B-glucuranidase was evaluated m strams of Escherichia
coli, Klebsiella sp, Emerobacter sp, and Serratia sp, employmg a set of
fluorescent substrates derived from methyhwabelliferone. A high B-glucosi-
dase activity was detected i Klebsiella and Erterobacter genus. The B-giu-
cosidase activity resulted to be important for the identification of Klebsiella
and Enterobacter genus when the fluorogenic test was combmed with the
detection of omitine-decarboxilase activity, which is possible m just 3 h and
30 min. A B-xilosidase activity was also found m Klebsiella sp, Enterobac-
ter sp and Escherichia coli, as well as B-glucuronidase activity m Fs-
cherichia coli,

INTRODUCCION

Laidentificacion de bacterias esti basada en pruebas de caracte-
rizacion. Usualmente, ios resultados correspondientes a lag pruebas
convencionales y aislamientos clinicos no estan disponibles en me-
nos de 48 h. "% Una reduccion significativa de este tiempo se obten-
dria con sistemas capaces de brindar estos resultados a partir de
una simpie colonia tomada de aislamiento primario en placa y que
necesitan no mas de 3 h para completarse. |.a ventaja de estos sis-
temas consiste en gque requieren pruebas enzZimaticas inde-
pendientes del crecimiento 2%,

La particularidad de que las enzZimas puedan actuar sobre mas
de un sustrato, permite el usc de compuestos artificiales para la de-
terminacion de la actividad enziméatica a condicién de que la afinidad
de la enzima hacia éstos sea similar a la que presente por el sustrato
naturai °. Estosrsustratos, generalmente cromogénicos o fluorescen-
tes, han pemitido el desarrollo de una nueva tendencia dentro del
diagnéstico micrabiologico: la identificacién de especies microbianas
empleando marcadores enziméticos en un periodo muy corto de
tiempo 722,

El objetivo de este trabajo consistié en evaluar la actividad de las
enzimas fi-fucosidasa, A-arahinosidasa, B-xilosidasa, B-glucosidasa,
y F-glucuronidasa con una bateria de sustratos derivados de la meti-
kimbelliferona, buscando un posible nuevo marcador bioquimico
para la diferenciacién de los géneros Escherichia sp, Klebsiella sp,
Enterobacter spy Serratia sp dada |la importancia del diagndastico ra-
pide de estos microorganismos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas patrones empleadas: Escherichia coli ATCC 256922, Kieb-
siella pneumoniae ATCC 13833, Enterobacter asrogenes ATCC
23355, Serratia marcescens ATCC 8100,

Cepas provenientes de aislamientos dinicos: Escherichia coli
Kiebsiella sp, Emerobacter sp, Seratia sp. Sustratos empleados
{Koch-Ligth):

4-metilumbelliferii-3-L-fucopirandsido

4-metilumbeliiferii-L -arabinopirandsido

4-metiumbelliferil-E D-xilopiranéside

4-metilumbelliferil-B-D-glucopiranésido

4-metilumbellferil-B-D-glucurénido

Se preparardn en soluciones a una concentracion de 1,5 mmol/L
en PB‘S {pH 7 2) empleando dimetilsulféxido como agente permeabi-
lizante (10 mL/200 L).

Metodo De Detecolon de La Enzima Empleando Los Sustra-
tos Fluorogenos
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Este método se basa en la reaccidon de la enzima celular con el
sustrato especifico, que al ser hidrolizado libera el compuesto 4-meti-
lumbelliferona gue fluoresce bajo laluzUvVapH=>7.

Proocedimiento

Cien microlitros de un cultivo de 24 h crecido en caldo lactosado
fueron centrifugados a 12°000*/min durante 2 min y el sedimento
celular se resuspendio en 200 L de |la solucidn del sustrato en cues-
tidén. Se incubd a 37°C en bafio durante 30 min. La reacion se detuvo
caon la adicion de 800 L de solucion amortiguadora de Carbonato de
Sodio (pH 10,7, 0,5"mol/L).

Las lecturas se realizaron en un fluorimetro Coming-Ell-244, ajus-
tado previamente con un patron de sulfato de quinina.

METODO DE DETECCION DE LA ENZIMA EM-
PLEANDO DISCOS

Discos de papel de filtro Whatman No_3 de un diametro de 5 mm
se embebieron en las soluciones preparadas a partir de los sustratos
flurescentes. Posteriormente fueron extraidos, secados en camara
de silica-gel y conservados en frascos ambar.

Prooedimiento

Los discas de papel se colocaron sobre un soporte plastico y se
les anadieron 10 L de agua destilada. Posteriormente se colocod so-
bre los discos una asada del microorganismo a probar, se incubd 30
min a 37°C, se afiadieron 10 L de NaOH 0,1 moll y se observd bajo
una lampara de luz UV (A 409 P. W. Allen and Company) a una lon-
gitud de onda de 366 nm.

Determinaoién Cualitativa De Ornitina-descarboxilasa 2425

Con el objetivo de diferenciar a los géneros Kilebsiella y Entero-
bacter se realizd la prueba de la omitina-Descarboxilasa por el méto-
do original de Moller, empleandose et mismo medio propuesto por
este autor, el cual se distribuy6é a razén de 5 mL por tubo y se inocu-
|6 con asadas provenientes de cultivos de 24 h, crecidos en cufias
de agar nuiriente. Los tubos se recubrieron con 1 mL de parafina li-
quida estérl y se incubaron a 37°C | Las determinaciones se realiza-
ron a las 24 h. Un cambio de color hacia el amarillo en la mezcla de
los indicadores presentes en el medio se interpreth como ormitina-
descarboxilasa negativa mientras gque un cambio de color hacia el
violeta oscuro, como omitina-descarboxilasa positiva.

Determinacion Cuaslitativa De Ornltina-desoarboxllasa. Meto-
do Medlifloado

Este método tiene come fundamento el mismo principio del méto-
do empleado en la determinacién anterior, pero al realizarsce a partir



de un cultivo ya crecido la respuesta del ensayo enzimatico se obtie-
ne en un periodo de iempo mas corto.
La solucion para induccion de ornitina-descarboxilasa a partir de
suspension celular (SI0} se prepard de ia siguiente forma:
ornitina piridoxal giucosa

0,01 gm 0,000 5 ¢/mL 0,000 5g/'mL

pH
6

Mezcla de indicadores empleados {(MI): parpura de bromocresol
al 0,04 %y rojo-fenol al 0,2 % en proporcion 16:1.

Proocedimiento

Se centrifugaron 400 L de un cultive de 6 h crecido en caldo nu-
triente, a 12 000 r/min durante 2 min y se resuspendieron en igual
volumen de agua destilada, se afiadieron 800 L de la solucion SIQ,
20 [ de la mezcla Ml y 5 L de NaOH 0,02 moll.. Se aiadio parafina
estéril y se incubd 3 h en bafo a 37°C, observandose el cambio de
calor al cabo de este iempo.

El cambio de color en la suspension fue interpretado como se
describio anteriormente. Los resultados se compararon con los obte-
nidos por el método de Moller.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Tabla I muestra las actividades obtenidas a partr de la bateria
de sustratos fluordgenos empleando cepas patrones y cepas prove-
nientes de aislamientos clinicos. En el caso de |las cepas patrones se
hizo una prueba de visualizacion en disces de papel para aguellas
enzimas gue mostraron actividad (Tabla ll),

Tablal

Actividad enzimatica detectada en cepas patrones empleando
sustratos derivados de |a 4-metilumbelliferona
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La actividad enzimatica esta expresada en nmo¥min.
nd: no detectado st: cepas patrones ais: cepas provenientes

ENZenzimas F: BL-fucosidasa A: L-Arabinosidasa
Gl: BL-

X: BL-Xilosidasa Glucuronidasa

G: BL-Glucosidasa

Para las enzimas BL-fucosidasa y L-arabinosidasa se abtuvieron
valores te actividad muy bajos o practicamente nulos .

La enama B-xilosidasa dib cierta actividad en Klebsiella pneumo-
niaey Enterobacter aerogenes, Esta actividad enzimatica ha sido re-
portada para estos géneros °° e inciuso en £. coli puede aparecer
también. Los valores bajos pueden deberse a la diferencia de valo-
res de Km de la enzima por el sustrato, pues esta actividad esta re-
portada 22 para el o-nitrofenil-BD-xilopiranésido, derivado del o-nitro-
fenol, mientras que las determinaciones realizadas en el presente
trabajo se hicieron con un derivado de la mefilumbelliferona.

Se detectd también actividad B-glucuronidasa en E£. cofiy Entero-
bacter sp. En este GUlimo caso, solo para la cepa proveniente de ais-
lamiento clinico y en L. colitanto para la cepa patron como la de ais-
lamiento clinico. Esta enzima esta reportada en £. coli con alto valor
para su diagnostica, con una sensibiidad del 959, 118782223 1 . .
glucuronidasa puede aparecer tambien en Shigefla (40%) y en algu-
nons serotipos de Salmoncila *7 (30%). Tambien se conoce la presen-

cia de B-glucuronidasa en Enterobacier o perc con muy baja inci-

dencia.
Tabla il
Deteccion cualitativa de la actividad enzimatica en las cepas
patrones por visualizacion directa bajo una lampara de huz
UV, empleando discos de papel
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nd: fluorescencia no detectada
++: intensa fluorescencia

Los géneros Klebsiella y Enterobacter tanto en las cepas patro-
nes como en los aislamientos clinicos dieron actividad positiva por
ambos métodos y de manera ostensible para la enzima [3-glucosida-
sa gque por la magnitud de su actividad fue posible detectarla visual-
mente en papei. )

La arnitina-descarboxilasa resulté positiva para Enferobacter ae-
rogenes y negativa para Klebsiella pneumoniae por el método de
Moller a las 24 h (Tabla IIl}. Por el método modificado se obhwo
igual resultado en un intervalo de 3 h.

Tabla lll

Resultados de la prueba de deteccion cualitativa de la
omitina descarboxilasa en cepas patrones, empleando los
meétodos de Moller y Moller modificado.
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Teniendo en cuenta que el género Enterobacter se caracteriza
por ser omitina-descarboxilasa positivo, salvo Enterobacier agglomc-
rans y que el género Kiebsiclla es ornitina-descarboxilasa negativo,
pudiera emplearse como método para la clasificacion de los géneros
Kicbsiella y Enterobactor la prueba de deteccion de la B-glucosidasa
en un primer tamizaje, cuyo resultado puede visualizarse bajo una
lampara de lus UV en un periodo de 15 a 30 min a partir del cuftive
primario. Las cepas positivas pueden someterse a la prueba de la or-
nitina-descarboxilasa bien por el método tradicional o utilizando la
maodificacion descrita en este trabajo.



CONCLUSIONES

Se observo actividad B-xilosidasa en los genéros Klebsieflay En-
terobacter. Ademas, se detectd actividad B-glucuronidasa en E. colf,
enzima con gran valor para su diagndstico, asi como altos niveles
de B-gluccsidasa en los géneros Klebsiella y Enterobacter cuya de-
teccién en combinacién con el ensayo cualitativo de la omitina des-
carboxilasa permite diferenciar ambos géneros.

Esta metodologia de caracterizacion solo permite llegar hasta gé-
nero, pero reporta grandes ventajas debido a la rapidez con que se
identifica el género y el ahorro de medios de cultivos que implica, por
fo que potencialmente la deteccion de la enzima B-glucosidasa en
combinacién con otra prueba complementaria, como lo es la omnitina
descarboxilasa, permitiria un diagndstico rapido del agente infeccio-
so dentro de las 24 h en caso de que fuera un patogeno de la tribu
Kiebsiellae.

Seria recomendable continuar los estudios de la B-glucosidasa
en los géneras de mayor interés en Clinica con el objetivo de cono-
cer datos exactos de su sensibilidad y especificidad dadas las pers-
pectivas que ofrece.
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m Mediante el empleo de Discos fluorescentes
impregnados con el sustrato 4 metillumbelliferl
bD-Clucurbnido se hace posible en solo 15
minutos la deteccién de Echerichia coli,
microrganismo de mas alta incidencia (60-80 %)
en las infeccicnes del tracto urinario.

-Alta confiabilidad

-Bajo coste

-Elevada especificidad (97, 6 %)

-Altamente sensible (97,1 %)

-Solo requiere una lampara de luz UV
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