
LA B-GLUCOSIDASA. NUEVO MARCADOR BIOQUIMICO
PARA LA DIFERENCIACION DE LA TRIBU KLEBSIELLAE
A. Niebla Perez y C . Pascual Marqul

Departamento de Diagnostico Bioquímico y Ivkctobiologico, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Ciudad
de la Habana, Cuba

RESUMEN. Se evaluó la actividad de la B-fucosidasa, B-arabinosidasa, B-
tdlasidasa, B-gjuc idasa y B-gjucmooidasa m cepas de Escherichia cale,
Klebsiella sp, Enterobacter sp, y Serrarla sp, frente a una batería de sus-
tratos fluorescentes derivados de la metilumbellifercna, detectándose alta ac-
tividad de la mea B-Glucosidasa m los géneros Klebsiella y Enterobac-
ter. La B-glucosidaa resultó de gran importancia para la identificación de
los gines, Klebsiella y Enterobacter mando se combinó con la detección
cualitativa de la mea omitmadescarbom1asa, al permitir la clasificación
m solo 3 h 30 mm. También se detectó actividad B-xilosidasa m Klebsiella,
Enterobacter y Escherichia cdi y actividad B-glucuonidaa m Escherichia
cdi.

INTRODUCCION
La identificación de bacterias está basada en pruebas de caracte-

rización . Usualmente, los resultados correspondientes a lao pruebas
convencionales y aislamientos clínicos no están disponibles en me-
nos de 48 h .'-s Una reducción significativa de este tiempo se obten-
dría con sistemas capaces de brindar estos resultados a partir de
una simple colonia tomada de aislamiento primario en placa y que
necesitan no más de 3 h para completarse . La ventaja de estos sis-
temas consiste en que requieren pruebas enzimáticas inde-
pendientes del crecimiento 2 .a

La particularidad de que lata enzimas puedan actuar sobre más
de un sustrato, permite el uso de compuestos artificiales para la de-
terminación de la actividad enzimática a condición de que la afinidad
de la enzima hacia éstos sea similar a la que presente por el sustrato
natural s. Estos-sustratos, generalmente cromogénicos o fluorescen-
tes, han permitido el desarrollo de una nueva tendencia dentro del
diagnóstico micxobiológico : la identificación de especies microbianas
empleando marcadores enzmáticos en un período muy corto de
tiempo Z3z-n.

El objetivo de este trabajo consistió en evaluar la actividad de las
enzimas 13-fucosidasa, B-arabinosidasa, B-xilosidasa, r3-glucosidasa
y Bylucuronidasa con una batería de sustratos derivados de la meti-
lumbellierona, buscando un posible nuevo marcador bioquímico
para la diferenciación de los géneros Escheñchla sp, Klebsiella sp,
Enterobaderspy Serratia sp dada la importancia del diagnóstico rá-
pido de estos microorganismos .

MATERIALES Y METODOS
Cepas patrones empleadas: Escherichia co/i ATCC 25922, Kleb-

siella pneumoniae ATCC 13833, Enterobacter aerogenes ATCC
23355, Setratia mareescens ATCC 8100 .

Cepas provenientes de aislamientos crí nicos : Escherichia cpli,
iQebsiela sp, Enterobacter sp, Senatia sp. Sustratos empleados
(Koch-Ugth) :

4-metilumbelliferiic(3-L-fucopiranósido
4-medlumbellderil-L-arabinopiranósido
4-metilumbelliferil-r-D-xilopiranósido
4-metilumbelliferil-B-D-glucopiranósido
4-metilumbeliferil-B-D-glucuróniüo
Se preparaMn en soluciones a tin concentración de 1,5 mmol/L

en P8jS (pH 7,2) empleando dimetilsulfóxido como agente permeabi-
lizante (10 mLl200 L).

Metodo De Deteoolon de La Enzima Empleando Los Sustra-
tos Fluol ogenos

is

ABSTRACT . The activity of B-fucasidase, f-arabinosidae, B-xilosidase, B-
gliicosidase and -glucanmidase was evaluated m strains of Escherichia
colt, Klebsiella sp, Enterobacter sp, and Serrotia sp, employing a set of
fluorescent substrates derived from melhylumbelliferme . A high B-glucosi-
dase activity was detected in Klebsiella and Erterobacler genus. The B-glu-
cosidase activity resulted to be important for the identification of Klebsiella
and Enterobacter genus when the flucrogenic test was combined with the
detection of omitirse-decarboxilae activity, which is possible in just 3 h and
30 min . A B-xilosidae activity was also found in Klebsiella sp, Enterobac-
ter sp and Escherichia cdi, as well as B-glucurorsidae activity in Es-
chericht'a cdi .

Este método se basa en la reacción de la enzima celular con el
sustrato específico, que al ser hidrolizado libera el compuesto 4-meti-
lumbelliferona que fluoresce bajo la luz UV a pH > 7.

Procedimiento
Cien microlitros de un cultivo de 24 h crecido en caldo lactosado

fueron centrifugados a 12^000'7/min durante 2 min y el sedimento
celular se resuspendió en 200 L de la solución del sustrato en cues-
tión . Se incubó a 37°C en bailo durante 30 min . La reación se detuvo
con la adición de 800 L de solución amortiguadora de Carbonato de
Sodio (pH 10,7, 0,5rmol/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 diámetro de 5 mm
se embebieron en las soluciones preparadas a partir de los sustratos
flurescentes . Posteriormente fueron extraídos, secados en cámara
de silica-gel y conservados en frascos ámbar .

Procedimiento
Los discos de papel se colocaron sobre un soporte plástico y se

les añadieron 10 L de agua destilada . Posteriormente se colocó so-
bre los discos una asada del microorganismo a probar, se incubó 30
min a 37°C, se añadieron 10 L de NaOH 0,1 moVL y se observó bajo
una lámpara de luz UV (A 409 P. W . Allen and Company) a una lon-
gitud de onda de 366 non .

Determlnaolón CuaBtatNa De Ornlllna-desoarboxllasa 24,5
Con el objetivo de diferenciar a los géneros Klebsiella y Entero-

baderse realizó la prueba de la omitina-Descarboxilasa por el méto-
do original de Moller, empleándose el mismo medio propuesto por
este autor, el cual se distribuyó a razón de 5 mí- por tubo y se inocu-
ló con asadas provenientes de cultivos de 24 h, crecidos en callas
de agar nutriente. Los tubos se recubrieron con 1 mi- de parafina B-
quida estéril 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 interpretó como omitina-
descarboxilasa negativa mientras que un cambio de color hacia el
violeta oscuro, como omitina-descarboxilasa positiva .

Delerminaolon Cuslltadva De Ornltlna-desoarboxilasa Meto-
do Modificado

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



de un cultivo ya crecido la respuesta del ensayo enzimático se obtie-
ne en un periodo de tiempo más corto .

La solución para inducción de ornitina-descarboxilasa a partir de
suspensión celular (SIC) se preparó de la siguiente forma :

ornitina

	

piridoxal

	

glucosa

	

pH

0,01 g'm

	

0,000 5 g/mL 0,000 5g/mL
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Mezcla de indicadores empleados (MI) : púrpura de bromocresol
al 0,04 % y rojo-fenol al 0,2 % en proporción 16 :1 .

Prooedlmlento
Se centrifugaron 400 L de un cultivo de 6 h crecido en caldo mi-

mente, a 12 000 r/min durante 2 min y se resuspendieron en igual
volumen de agua destilada, se añadieron 800 L de la solución SIC,
20 L de la mezcla MI y 5 L de NaOH 0,02 mol/L . Se añadió parafina
estéril y se incubó 3 h en baño a 37°C, observándose el cambio de
color al cabo de este tiempo .

El cambio de color en la suspensión fue interpretado como se
describió 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 partir de la batería
de sustratos fluorógenos empleando cepas patrones y cepas prove-
nientes de aislamientos clínicos . En el caso de las cepas patrones se
hizo una prueba de visualización en discos de papel para aquellas
enzimas que mostraron actividad (Tabla II) .

Tabla I
Actividad enamática detectada en cepas patrones empleando

sustratos derivados de la 4-metilumbelliterona
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La actividad enzimatica esta expresada en nmoVmin .
no: no detectado ot cepas patrones as: cepas provenientes

EIC-enzimas

	

F: f3L-fucosidasa A: L-Arabinosidasa

X: '31-Xilosidasa G: 13L-Glucosidasa

	

GI: RL-
Glucuronidasa

Para las enzimas 13L-fucosidasa y L-arabinosidasa se obtuvieron
valores de actividad muy bajos o prácticamente nulos .

La enzima 13-xilosidasa dio cierta actividad en Klebsiella pncumo-
niac y Enterobacter aerogenes . Esta actividad enzimática ha sido re-
portada para estos géneros 22 e incluso en E. co/i 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 está re-
portada 22 para el o-nitrotenil-1313-xilopiranósido, derivado del o-nitro-
fenol, mientras que las determinaciones realizadas en el presente
trabajo se hicieron con un derivado de la metilumbelliferona .

Se detectó también actividad f3-glucuronidasa en E. coliy Entero-
bacter sp . En este último caso, sólo para la cepa proveniente de ais-
lamiento clínico y en E. co/i tanto para la cepa patron como la de ais-
lamiento clinico . Esta enzima está reportada en E. col¡ con alto valor
para su diagnóstico, con una sensibilidad del 95% 3 ' 10202 ~2~ . La 13-
glucuronidasa puede aparecer también en Shigclla (40 -,) y en algu-
nos serotpos de Salmonella 73 (30%). También se conoce la eresen-

20

cia de 13-glucuronidasa en Enterobacter 20 , pero con muy baja inci-
dencia.

Tabla 11
Detecdón cualitativa de la actividad enzimática en las cepas
patrones por visualización directa bajo una lámpara de luz
L1V, empleando discos de papel

CEPAS PATRONES
- --

nd: fluorescencia no detectada
++: intensa fluorescencia

Los géneros K/ebsie//a y Enterobacter tanto en las cepas potro-
nos como en los aislamientos clínicos dieron actividad positiva por
ambos métodos y de manera ostensible para la enzima f3-glucosida-
saque por la magnitud de su actividad fue posible detectarla visuaic
mente en papel .

La ornitina-descarboxilasa resultó positiva para Enterobacter ae-
rogcnes y negativa para Klebsiella pneumoniae por el método de
Moller a las 24 h (Tabla Ill) . Por el método modificado se obtuvo
igual resultado en un intervalo de 3 h .

Tabla 111

Resultados de la prueba de detección cualitativa de la
omitina descarboxilasa en cepas patrones, empleando los
métodos de Mollery Moller modificado .
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Teniendo en cuenta que el género Enterobacter se caracteriza
por ser ornitina-descarboxilasa positivo, salvo Enterobacleragglome-
rans y que el género Klebsiella es ornitina-descarboxilasa negativo,
pudiera emplearse como método para la clasificación de los géneros
Klebsiella y Enterobacter la prueba de detección de la f3-glucosidasa
en un primer tamizaje, cuyo resultado puede visualizarse bajo una
lámpara de luz UV en un período de 15 a 30 min a parir del cultivo
primario . Las cepas positivas pueden someterse ala prueba de la or-
nitina-desearboxilasa bien por el método tradicional o utilizando la
modificación descrita en este trabajo .
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CONCLUSIONES

Se observó actividad r3-xilosidasa en los benéros Kiobsiella y En-
tembacter. Además, se detectó actividad 6-glucuronidasa en E. coli,
enzima con gran valor para su diagnóstico, así como altos niveles
de H-glucosidasa en los géneros Klebsiella y Enterobacter coa de-
tección en combinación con el ensayo cualitativo de la omitina des-
carboxilasa permite diferenciar ambos géneros .

Esta metodología de caracterización 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
lo que potencialmente la detección de la enzima r3-glucosidasa en
combinación con otra prueba complementaria, como lo es la omitina
descarboxilasa, permitiría un diagnóstico rápido del agente infeccio-
so dentro de las 24 h en caso de que fuera un patógeno de la tribu
Kiebsiellae .

Sería recomendable continuar los estudios de la 13-glucosidasa
en los géneros de mayor interés en Clínica con el objetivo de cono-
cer datos exactos de su sensibilidad y especificidad dadas las pers-
pectivas que ofrece .
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0 Mediante el empleo de Discos fluorescentes
impregnados con el sustrato 4 metillumbelliferl
bD-Clucurónido se hace posible en solo 15
minutos la detección de Echerichia col¡,
microrganismo de más alta incidencia (60-80 %)
en las infecciones del tracto urinario .
-Alta confiabilidad
-Bajo costo
-Elevada especificidad (97, 6 %)
-Altamente sensible (97,1 %)
-Solo requiere una lámpara de luz UV
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