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[.-.INTRODUCCION




1.1 SITUACION TAXONOMICA DE LA FAMILIA

El nombre de 1la famili i
a Enterobacteriaceae
grgpuestg por Rahn en 1937, antes de que existiese el cadigg
nternacional de Nomenclatura de Bacterias. Su denominacidn

derlyu Qe‘ Enterobacterium, bacteria intestinal Y -aceae
terminacion que denota familia. '

Cuando se publicé el primer Cédigo, en 1948
hgsta entonces utilizado se considerdé glégitimo pér;ienﬁgbgz
ajustaba a algunos de los requisitos del mismo tal como que
el nqmbre del género tipo debiera derivar del tronco de la
propia nomenclatura. Sin embargo, el término
Enterobacteriaceae llegé a ser tan ampliamente utilizado y
aceptado que en 1958, el Comite Judicial (94) de
Bacteriologia Sistemdtica decide conservar el nombre y
mantener como género tipo de 1la familia al género
Escherichia. Esta decisidn permanecié en la versiodn de 1975.

Afios mas tarde, en 1978, el Comité Judicial (95)
decide cambiar de nuevo el nombre de la familia a
"Enterobacteraceae" y el género tipo por el Enterobacter en
base a las propias reglas del Coddigo Internacional de
Nomenclatura de Bacterias (112). Surge un conflicto que se
agudiza cuando ninguno de los nombres Enterobacteriaceae ni
Enterobacteraceae aparecen en las Listas de Nombres de
Bacterias Aprobados (165), tan so6lo a pie de pagina, lo que
fue interpretado como que el nombre propuesto por Rahn no
tenia lugar en la literatura cientifica y por tanto, la
familia continuaba sin nombre.

Un afio mas tarde,Ewing,Farmer y Brenner repropongn_el
nombre Enterobacteriaceae lo que obliga a una nueva revision
por parte de la Comisidn Judicial validando de nuevo el

nombre propuesto por Rahn.

odas las familias existe un represqntante
considggadg género tipo. En la fgmilia Enterobacterlaceae£
el género tipo es el Escherichia, nombre propiéspzlgoo
Ccastellani y Chalmers en 1919 en honor al bg: iflde %a
aleman Escherich quien lo describié como un habiltante

flora del intestino humano.




1.2, FUENTES DE CONSULTA

Las fuentes principales de consu i

las E‘nterobacteriaceae son el Manualltgepagt:r;elyes(tzid)lo d:
constituye el tratado mas amplio de clasificacidn bacterigga
en lo que se refiere a nomenclatura, cepas tipo, descripcién
taxonomlca,.etc.: el monumental trabajo realizado por
Edwards y Ewing (39) posteriormente actualizado por Ewing en
1986 (45) y el International Journal of Systematic
Bacteriology en el que deben describirse obligatoriamente
toda; las especies nuevas o hacer referencia a 1la
publicacién en que estan descritas.

. En el Manual de Bergey, las bacterias se ubican en el
Reino Procariotes. Se subdividen en cuatro divisiones:
Gracilicutes para paredes celulares gram negativas,
Firmacutes para paredes celulares gram positivas,
Tenericutes para organismos que carecen de pared celular y
Mendosicutes para bacterias con pared celular defectuosa y
en ocasiones carentes de algun glicopéptidc. Dentro de la
clasificacién jerarquica hay una serie de subdivisiones en
clases; dentro de cada clase hay érdenes y dentro de los
érdenes estan las familias o grupos morfoldégicos si no se
dispone de nombre de familia que se subdividen, en géneros y
especies.

En la anterior edicién que entonces se llamapa
Bacteriologia Determinativa de Bergey (34), la familia
Enterobacteriaceae se subdividia en tribus bqsandose.ep la
fermentacioén de la D. glucosa con produccién de acidgc,
reaccién Rojc de Metilo, reaccién Voges Proskauer Y
degradacién de Urea y KCN.

En el Manual de Bergey (24), la familia
Enterobacteriaceae se encuentra en el volumen I; aparece en
enero de 1984 con cambios en la nomenclatura, nuevos géneros

y muchas especies nuevas. Considera cues@ionable el uso de

tribus para la clasificacién en base dpr:_.rycipa;.melr;te{ Sacaigz
i 1 g* edicién; 2
cambios habidos de la 7" a la -
] .stas de Nombres de Bacteria
ibus que aparecen en las Lis Noml
ggrobadgs (165) (Exrwinieae, Escherichileae, ﬁ;zi:eaié
Salmonelleae Y Serratieae) Y ;q que es‘ﬂ?§ impor '
considera que tengan significacion diagnodstica.
para Brenner (24), autor de la i;CCiéf ﬁzrﬁgzﬁ;gfleggg
ili ] del Manua ’
familla Enterobacteylaceae _ :
iaighes para que se produjeran estos cambios fueron




a) Las contribuciones al
Enterobacteriaceae de la 8»

1970, de modo que 1llevaban
décadas.

capitulo de
edicién concluyeron en
transcurridas cesi dos

b) El descubrimiento de nuev
agua, insectos, nematodos,
animales.

as especies en el
Plantas, pescados y otros

c) La aportacién de nue

vos criterios para 1la
definicién de especie.




I.3. CONCEPTO DE ESPECIE

El i i
e ca;gzgzg?gliiisgipec1e agrupa a microorganismos que
: : uy semejantes entre si en 1
mas esenclales de su or i i¢ o 4t
_ esen ganizacion. El problema de
13 L] 1] 3 eSta
definicidén estriba en la subjetividad que lleva implicita.

: g menudo, las especies se definieron con los unicos
crlterlpg de Dbase tales como amplitud de huésped
patqggn;c;dad, test bioquimicos, modelos de resistencia é
gnplblotlpos, etc. No existe una fdérmula de idear una
unica definicién de especie que pudiera aplicarse a todos
los grupos; lo que daba lugar a que los criterios a emplear
dependieran del propio investigador utilizandose en muchos
casos, de forma arbitraria. Asi, para Fritz Kauffman (99),
el copcepto de especie lo define como un grupo de sero, bio,
fagotipos afines; considerando la serologia como el criterio
supremoc de la taxonomia.

Para Edwards y Ewing (39, 45), la clasificacidén e
identificacién de un organismo debe basarse en el conjunto
de sus caracteristicas morfolégicas y bioquimicas. Estos
investigadores, aplicaron la taxonomia numérica consistente
en barajar un gran numero de caractericticas bioquinicas,
morfolégicas y/o culturales para determinar el grado de
semejanza entre los microorganismos. Para ello, las pruebas
especificas de géneros Yy especies se identificaron por el
método numérico y se introdujeron nuevas pruebas bioquimicas
como posibles auxiliares de la identificacién.

El monumental trabajo que realizaron condujo a que la
taxonomia de las Enterobacteriaceae progresara nopablemente
influyendo de forma decisiva en los cambios acaec;dog en 'a
gs» edicién del Manual de Bacteriologia Determinativa dc

Bergey.

Sin embargo, cuando se usa este cr}terio como base
unica para definir una especie, surgen vaqlqs.problemas, ga
que el mismo conjunto de reacciones deflnlt;lvas no puede
lasificar todos los grupos de microorganlsmos.

usarse para C ' _ ism
No hay tampoco un nimero estandar de reacciones especificas

que permita definir una especie. LoS microorgan;smc:rsisiz
identifican por su fenotipo y desde un punto de

taxonémicoc, 1la jdentificacién a qivel de espe%le,togg:aiz
uinicamente en el fenotipo, esta sujeta a error. De




conocldo que enzimas diferentes
diferentes) pueden catalizar la mi

ggdzque genes presentes pueden dar reacciones negativas por
nomeno mutacional o por el contrario, la presencia de

plasm}dos metapélicos permiten que las cepas realicen
reacciones imposibles en su ausencia.

(codificadas por gene.
Sma reaccion; del mismo

Lo ideal para identificar especies bacterianas
separar los genes y comparar su secuencia nucledtida
de una cepa de referencia conocida. En la practica, existe
un método.para conparar el ADN total de un organismo con el
de cualquier otro y es el denominado hibridacidn de acidos
ngclélcos que nos mide la cantidad de secvencias de ADN que
tienen en comin dos organismos y por otro lado, también nos
permite aproximarnos al porcentaje de divergencias o bases

de nucledtidos no apareados dentro de las secuencias
relacionadas de ALN.

seria,
con la

De un modo escueto podemcs decir que un organismo es
de la misma especie cuando su ADN tiene una alto porcentaje
de parentesco.

Desde un punto de vista genético, se emplean
principalmente cinco parametros para determinar las
relaciones de ADN (22):

1.- Tamano del genoma

2.- Contenido G+C que es especifico para cada
especie pero no exclusivo de ella.

3.- Relaciones de ADN en condiciongs_éptimas
de reasociacién (es una reaccién especifica que
depende de 1la temperatura y para una espegli
bacteriana la constituyen cepas con un parentesco de

70 al 100%).

4.- Estabilidad térmica de las secuenclas
relacionadas (en la practica, cepas con una Ezlgz;og
igual o superior al 70% muestran una Q1Y§rgezqrmica i
al 5%; mayor divergencia a la inestabilidad te

; : de
considera divergencilas en la secuencia
nucledétidos) .

5.- Relacicnes de ADN en cond;g;on?:
aéptimas para la reasociacion de A
et gluras no o6ptimas unicamente_pueden reasoc
secueni?ggege ADN muy estrechamente relacionadas) .

os llegar a una

: 2 dem

cinco parametros po ntenido
de cepas con co :

i P 4el 70% O mas

Aplicando estos pa
definicién genética de especie: o e
G+C y tamano del genoma similares,




5% entre secuencias relacionad
as
con un 55% o mas de relacién a tem Spti
: 5! peraturas no éptimas
incubacioén. ’ g

_Las relaciones de ADN permiten una definicién @-
€specle que puede aplicarse por igual a todos 1los
organismos. No estd sujeta a variaciones fenotipicas,
mutaciones ni a 1la Presencia o ausencia de plasmidos
metabdlicos u otros. Ello se debe a que mide una relacién
general del ADN y las reacciones bioquimicas atipicas,
mutaciones y plasmidos afectan a un porcentaje nuy pequefio
del total de ADN. Esto se comprueba estudiando los datos de
relacién de ADN tras hibridacién de gran numero de cepas
atipicas por ejemplo E. eoli sulfhidrico positivas en las
que no se han podido demostrar ningun gen cromosémico
productor de sulfhidrico y que sin embargo, por estudios de

hibridacién resultaron ser genéticamente cepas de E. coli
(22).

La figura 1 muestra el porcentaje de parentesco del
ADN entre las Enterobacteriaceae como resultado de los

estudios de hibridacion de ADN realizados por Brenner (22,
24).

Los parametros genéticos no son por gho‘ 1 préacticos
para los lgboratorios clinicos. En la p:l'act%ca\ el enfocp:te
de la taxonomia bacteriana debe‘ser polifasico (45, 1}9).
por un lado, agrupacioén fenotipl'ca de cepas p_ox: reacc gnes
bioquimicas y otras caracteristicas dg interés; por otro,
conocer la homogeneidad o heterogeneldgd genétlcaliy 152:
ultime, comparar ambos para detgrmlnar lo.s malor
bioquimicos de cada grupo y las reacciones que tienen v
diagnéstico para el grupo.




€ torde

S ruivdess
S. hqueteciens
S marcescens
New species

M. ahver

FIG.1l.: PORCENTAJE DE PARENTESCO DEL ADN EN LAS

ENTEROBACTERIACEAE
‘Obtenido del Manual de Bergey)




1.4. CLASIFICACIGN DE LAS ENTEROBACTERIACEAE

Escherichia coli

E. blattae

Shigella dysenteriae
8. flexneri

8. boydii

S. sonnei

Edwardsiella tarda

E. ictaluri

E. hoshinae

Citrobacter freundii

C. diversus

C. amalonaticus

Salmonella choleraesuis
8. hirschfeldii

8. typhi

8. paratyphi A

8. schottmuelleri

8. typhimurium

8. enteritidis

8. gallinarum

8. salamae

8. arizonae

8. houtenae
Klebsiella pnemoniae
subsp pnemoniae

K. pneumoniae subsp. ozaenae

K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis
K. oxytoca

K. planticola

K. terrigena
Enterobacter cloacae
E. aerogenes

E. agglomerans

E. gergoviae
E. amnnigenus
E. sakazakii

\ _____________________________
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dysenteriae
flexneri
boydii
sonnei
tarda

freundii

intermedius biogroup b
intermedius biogroup a
cholerae-suis
hirschfeldii

typhi

paratyphi A
schottmuelleri
typhimurium
enteritidis

galinarum

salamae

arizonae

houtenae

pnemoniae

ozaenae
rhinoscleromatis

K. pneumoniae, indole-
positive biogroup
NL
NL
E. cloacae
E. aerogenes
Erwinia herbicola,
Ervinia stewartii, and
Erwinia uredovora
NL
NL
yellow-pigmented




E. sakazakii

E. intermedium
Hafnia alvei
S8erratia marcescens
8. liquefaciens

8. rubideae

8. plymuthica

8. proteamaculans

8. odorifera

8. fonticola

8. ficaria

Proteus vulgaris
P.mirabilis

P. myxofaciens
Providencia alcalifaciens

P. stuartii

P. rettgeri

Morganella morganii
Yersinia pseudotuberculosis
Y. pestis

Y. enterocolitica

Y. ruckeri

Y. intermedia

Y. frederiksenii
Y. kristensenii

Erwinia amylovora

E. salicis
tracheiphila
nigrifluens
guercina
rubrifaciens
herbicola
stewartii
uredovora
carotovora
chrysanthemy
cypripedii
rhapontici
carnegieana

E. mailotivora

obesumbacterium proteus

Kluyvera ascorbata

K. cryocrescens

Cedecea lapagei

c. davisae

Yellow-pigmented
E. cloacae
NL
H. alvei
8. marcescens
NL
NL
b;;group os 8. marcescens
NL
NL
NL
P. vulgaris
P. mirabilis
NL
Proteus inconstans
biogroup A
Proteus inconstans
biogroup B
Proteus rettgeri
Proteus morganii
Y. pseudotuberculosis
Y. pestis
Y. enterocolitica
NL
biogroup of
Y. enterocolitica
biogroup of
Y. enterocolitica
biogroup of
Y. enterocolitica
E. amylovora
E. salicis
E. tracheiphila
E. nigrifluens
E. quercina
E. rubrifaciens
E. herbicola
E. stewartii
E. uredovora
E. carotovora
E. chrysantemy
E. crypripedii
E. rhapontici
NL
NL
NL
NL
NL
NL




Tatumella ptyseos

Xenorhabdus nemato hilus
X. Luminescens .

Rahnella aquatilis

Erwing W. H.
empleo de tribus
aquellos microorgan

(45) por el.contrario, decide mantener el
Como un sistema Gtil para agrupar a
1Smos que presentan reacciones bioquimicas

simllares y que son de importancia diagnéstica.

Cada 1lista de especies representa un
parentesco de ADN excepto E. coli, Shigella y Klaﬁiﬁggga gi
las que mds de una especie esta incluida en un grupo de
parentesco de ADN. La especie Enterobacter agglomerans
represent@ a trece grupos relacionados y en Hafnia alvei,
dos especies estan en un grupo de relacién de ADN.

.En la tabla 2 se expone el esquema que este autor
realiza sobre la nomenclatura de la Familia
Enterobacteriaceiae

TABLA 2: NOMENCLATURA DE LA F. ENTEROBACTERIACEAE
Familia ENTEROBACTERIACEAE Rahn
Tribu I ESCIERICHIEAE Bergey, Breed y Murray

Género 1
Escherichia Castellani y Chalmers
1. Escherichia coli (Migula) Castellani y Chalmers.
2. Escherichia blattae Burgess, McDermott y Whiting.
3. Escher .chia hermannii Brenner y col.
4. Escher: chia vulneris Brenner y col.
5. Escherichia fergusonii Farmer y col.
Género 11
shigella Castellani y Chalmers '
1. Shigella dysenteriae (Sshiga) Castellanl Yy
Chalmer: _
2. Shigell: flexneri Castellanl y Chalmers
3. Shigell: boydii Ewing .
4. Shigella sonnei (Levin) Weldin

Tribu II EDWAR)SIELLEAE Ewing y McWhorter

Género I .
Edwardsiella Ewlng Y McWhorter .
1. Edwardsi lla tarda Ewing y McWhorter

i t y col.
. BEdwardsi lla hoshinae Grimon
i. Edwardsi 1la jetaluri Hawke y col.
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Tribu III SALMONELLEAE Bergey,

Breed y Murray
Género I
S8almonella Ligniéres

1. salmo .
., S W et S ey, (e
3a.Roshflingnolrlaly:o:nterica sul:o:p sailamae 2
3b.V§:i:o¥m§iI:0feiterica s on -.zon“ 28

Veron y Popoff ubsp diarisonae Le Minor,
t- Salmonels enterics subep howtesss e Minor,

5. Salmonella enterica subsp bongori L i
Veron y Popoff 3 . o

Tribu IV CITROBACTEREAE (trib. nov.)

Género 1
Citrobacter Werkman and Guillen
1. Citrobacter freundii (Braak) Werkman y Gillen
2. Citrobacter diversus (Burkey) Werkman y Gillen
3. Citrobacter amalonaticus (Young) Brenner y
Farmer

Tribu V KLEBSIELLEAE Trevisan

Género I
Klebsiella Trevisan
1. Klebsiella pneumoniae (Schroeter) Trevisan
2. Klebsiella ozaenae
3. Klebsiella oxytoca (Fluegge) Trevisan
4. Klebsiella rhinoschleromatis Trevisan
5. Klebsiella planticola Bagley, Seidler y Brenner
¢. Xlebsiella terrigena Izard y col.
- Klebsiella trevisanea Ferragut y col.

Género I1
Enterobacter Hormaeche y Edwards
1. Enterobacter cloacae (Jordan) Hormaeche

Edwards
Enterobacter aerogenes (Kruse) Hormaeche

: Edwards e .
Enterobacter agglomerans (Beijerinck) Ewing
Fife .

. Enterobacter sakazakii Farmer y col.

. Enterobacter gergoviae (sic) Richard y col.
Enterobacter amnigenus Izard Y col. .
Enterobacter intermedium (sic) Iiard y col.
Enterobacter taylori Farmer y col.

. Enterobacter dissolvens (Rosen) Burkholder

. Enterobacter nimipressuralis (Carter) Dye




Género III
Hafnia Moeller
1. Hafnia alvei Moell
2. Hafnia e
3. Hafnia

Género 1V
S8erratia Bizio

1. Serratia marcescens Bizj
2. Berratia e

y cd
Serratia rubidaea (Stapp) Ewing, Davis y Fife

liquefaciens (Grimes y Henerty) Bascomb

3
4. Berratia fonticola Gavini y col.
5. Serratia odorifera Grimont y col.
6. Serratia ficaria Grimont y col.
;. 1:rraﬁi? grimesii Grimont y col.
erratia plymuthica (sic
Bred, Murrayy; Hitchen(s ) Vims ¥ e
9. quratia proteamaculans (Paine y Stansfield)
Grimont, Grimont y Starr

Tribu VI PROTEEAE Castellani y Chalmers

Género I
Proteus Hauser
1. Proteus vulgaris Hauser
2. Proteus mirabilis Hauser
3. Proteus penneri Hickman y col.
4. Proteus myxofaciens Cosenza y Podgwaite

Género II
Morganella Fulton
1. Morganella morganii (Winslow y Brenner y col)

Género III
Providencia Ewing
1 Providencia alcalifaciens (de Salles Gomes)
Ewing
2. Providencia stuartii (Butiiaux y col) Ewing
3. Providencia rettgeri (Hadley Y col.) Brenner Yy

col.
4. Providencia rustigianii Hickman-Brenner y col.

Tribu VII YERSINIEAE Martinevskij

Género 1 .
Yersinia van Loghem : .

1. Yersinia pseudotuberculosis (Pfelffer) smith Thal
5. Yersinia pestis (Lehmann y Neumann)

3. yersinia enterocolitica (Schleifstein Yy Coleman)

Frederiksen '
4. Yersinia frederiksenii Ursing Y col.
5. Yersinia kristensenii Brenner Y col.

6. Yersinia intermedia Bercovier Y col.
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7. Yersinia ruckeri Ewing y col.
8. Yersinia aldovae Bercovier y col.

Tribu VIII ERWINIEAE Winslow y col.

Género I
Erwinia Winslow y col

l. Erwinia amylovora (Burrill) Winslow y col.
2. Erwinia carotovora (Jones)Bergey y col.

El propio autor no considera perfecto este esquema

pPero opina que es lo mas apropiado a una practica ideal de
la taxonomia.




I.5 CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LA FAMILIA

3on bacilos rectos de 0,3 - 1,0 x 1,0 - 6,0 mm. gram
negativos, méviles por flagelos peritricos o no méviles. No
producer} endosporas, no acido alcohol resistentes. Crecen en
presencia y ausencia de oxigeno. Se cultivan bien en medios
comunes a base de peptona, extracto de carne, etec..
Metabolismo tanto oxidativo como fermentativo, utilizan
glucosa con produccién de acido y a menudo gas visible
ademas de otros carbohidratos y alcoholes polihidricos.

Catalasa positiva excepto S8higella dysenteriae 0 grupo
1 (24), oxidasa negativa dato esencial para diferenciarlos
de otros grupos de bacilos gram negativos fermentadores de
glucosa. Reducen nitratos a nitritos excepto algunas
especies de Erwinia y Yersinia. NO HALOFILOS (24, 100).
Todas las especies excepto Erwinia chrysanthemi, tienen un
antigeno comin enterobacterial.

lLa familia contiene en la actualidad mas de veinte
géneros y mas de cien especies.




El término Enterobacteri
; 1 laceae engloba a un
g:ﬁéleizzggrganlsmos relacionadns tanto b'oqugnfiaganﬁ::nggg
\ nte pero con una marcada heteror i
punto de vista ecolégico present B oo
] ando una gran i
huéspedes y un potencial - ’ Maorkr i
CSE patdgeno tanto al hombre
anima.es y plantas. Estdn distribuidos en todas parci::‘:;?
suelo, aguas, frutos, vegetales y animales. :

Son muchas las especies consid i i
i s : eradas de importancia
econdémica por sus :L.mpllcaciones en enfermedades tanto de
plapt.as como de animales. Asi por ejemplo, especies de
Erwinia y Peptobacterium pueden causar plagas en cereales,

patatas y pifias destruyendo importantes cantid
cultivo (169). . i

La industria del pescado tropical se ve a menudo
afgctada por enfermedades causadas por Enterobacteriaceae.
Criaderos de truchas y salmén pueden verse afectados por
Yersinia ruckeri. Edwardsiella tarda es patégeno de peces
tales como anguilas, barbos y carpa dorada (162).

La salmonelosis en las aves de corral es un problema
mundial y altamente fatal tanto para el animal como para el
hombre en tanto que puede actuar como vehiculo portador de
la enfermedad (179, 39). Salmoneila arizonae causa un
sindrome caracteristico de diarrea principalmente en pavos
gque se conoce con el nombre de arizonosis; también es
patégena para las culebras y otros reptiles. Salmonella
pullorum afecta principalmente a huevos y pollos.

Otras especies de gsalmonella pueden provocar desde
partos prematuros hasta abcortos y dafio en la lana de las

ovejas(92) .

Mias de 100 serotipos de salmonella han sido aislados
de cerdos, sin embargo, dos, 8. cholerae-suis y 8. typhi-

suis tienen como huésped primar@o al cerfio (7). En animales
jévenes, provoca a menudo septllcemla mientras que en los
adultos la infeccién suele manifestarse como una dlari*;a
crénica. También algunas especies de B_;lmpn; d:
especialmente 8. typhimurium, pueden causar epl ?Am;enudo
enteritis con elevada mortaiidad en caballos(42).

gatos y perros son afectadcs nermaneciendo muchos de ellos
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Como portadores (42).

Especies toxigénicas de E.
corderos , cerdos y ovejas.

coli provocan diarrea en
Citrobacter se han visto implicad

Zspecies de Klebsiella Y
as en mastitis bovinas(92).

e 2éggﬁ;§g2i§::ﬁ;sj?etla familia Enterobacteriaceae
: lertos serotipos huésped adaptati
poseen un numero de hupesped limitad i A
: O sin embargo otras
eéspecles comc E. coli y Yersinia infecta
_ : n o0 son portada
una gran variedad de huéspedes desde insectos alphombre? e

Qesde _un punto de vista sanitario Las
gnteropacterlaceae estan asociadas con muchos t{pos de
infecciones humanas y, por su predominio de infectar al
traqtq gastrointestinal se les ha conocido como patégenos
gnterlcos Y no entéricos; de hecho, son un componente
importante de 1la flora intestinal humana normal vy
relativamente infrecuente en otras areas del organismo.

Histdéricamente 1los géneros que se consideraban
patégenos de infecciones intestinales eran Salmonella y
Shigella. El1 primero produce una gran variedad de
enfermedades entéricas humanas; desde una gastroenteritis
autolimitada con sintomas leves de escasa duracién, hasta
una acentuada gatroenteritis con o sin bacteriemia; o bien
una fiebre tifoidea enfermedad severa y potencialmente
fatal.

Las Salmonellas atraviesan la mucosa intestinal y se
multiplican en la submucosa. Segun la virulenc}a de las
cepas Yy la respuesta del huésped pugden invadir Yy
multiplicarse en el torrente circulatorio sanguineo y/o
linfatico. Salmonella typhi, 8. paratypyi B y 8. cholerae-
suis son particularmente importantes debido a su asociacion
frecuente a producir enfermedad severa con bacteriemia; sin
embargo, cada vez son mas frecuentes los casos de otros
serotipos de Salmonella que pueden causar bacterilemia.

Las especies del Género ?higella producen la clasica
disenteria bacilar caracterizada por severos dolores
abdominales y diarrea con sangre y mucus. Estos organii?os
invaden las células de la mucosa causandg éat?u:f'sii
desprendimiento de las mismas hacia el lumen intestinal;
embargo rara vez invaden mas alla de la mucosa.

A finales de la década de 1940, un grupo de serotipos

de E. coli se aislaron de muestras prggscalgnt:f Ed.e c‘;];.i
epidemia de diarrea infantil. En la aCtuaigérmédad boree
se encuentra asociado a cuatro tipos de zh i asr e i
humana: enteropatogénica, enterotoxigénica,

hemorragica.




cepas enteropatogéni
. nicas
principalmente en lactantes Por unos

conocidos. Se identifj

noc _ ican or
upl%lzando antisueros especificp
limitado de seroti ‘

decreciendo en los

Producen diarrea
: mgcanismos no bien
técnicas serologicas
OS. Aunque existe un numero

POS especificos (120) su fr : g
ultimos afics. ) ecuencia ha ido

~_ Las cepas enterotoxigénicas causan di
debido a la elaboracién de enterotoxinasdé:iiﬁiaifﬁ;:tojg
termoegtthes (158). Aqui, 1los factores de adherencia¥ a
superficies son también importantes y parecen ser requeridos
por los organismos para poderse fijar a la mucosa intestinal
donde elaboran toxinas. Estas cepas producen diarrea

liquida, a menudo implicada en caso "Aai
viajero". P s de "diarrea del

Menos frecuentes, las cepas interoinvasoras, causan
una enfermedad disenteronide similar a la infectién por
S8higella (174) . Estas cepas de E. coli invaden la célula de
la mucosa intestinal causandc su destruccién. Los pacientes
infectados tienen deposiciones con sangre, mucus Yy
leucocitos polimorfonucleares.

La colitis hemorragica es una infeccién entérica
debido a cepas de E. coli con un serotipo especifico
0157:H7. Estas cepas causan una diarrea severa con sangre en
heces. Muchos casos descritos han sido adquiridos por el
consumo de alimentos mal cocinados. Parece ser dque estas
cepas producen una citotoxina para las células Vero y Hela
muy similar a la producida por Shigella dysenteriae dainando
las células y produciendo una hemorragia hacia el lumen
intestinal (97).

Se sabe gque las enterotoxinas de E. coli son
transmitidas por plasnidos y por lo tanto, no seria
sorprendente encontrar enterotoxinas en otras especies (80).

En los ultimos arnos, Yersinia entegocqlipica. ha
sido demostrada claramente como causa significativa de
gastroenteritis. Se considera princxpa{mente como pat?g:no
invasor y parece poseer factores de virulencia ?sen?;a ?:
para producir enfermedad intestinal humana acompanad; 2011
produccioén de una enterotoxina muy semejante a la de E.

(181},

También se han aislado cepas toxigénicas de Klebsiella
pneumoniae de enfermos con sprue tropical (104).

L &
Las fuentes mas comunes de Fransmlslél::amc};ad]és

enfermedad entérica son el agua Y almen;:osteggzra sty

principalmente: leche, y derivados, carnes de p

y aves infectadas, huevos Y pescado.




. broEE;az:;;?o ;on log datos de gue se disponen referentes
notific;das ; nfecc:;ongs . Intoxicaciones alimenticias
Boldentol daton %emgorTa(11?d1v1dualizada en el Boletin
X 2m1 emana 6) en Espafia desde 1976 or

Servicios de Epidemiologia de 1las distintas Cémgiidaézz

Agtonomag; de todos los agentes implicados, las S8almonellas
Slguen slendo las mas frecuentes experimentando un marcado
incremento des~de el afio 1981 vy sorprendentemente mayor a
partir del ario 1983, 1984 (16). Del total de brotes

estudiados en la serie (2652 brotes , el 58,45% c

a Salmonellas con un desplazamien)to marce;do dec;.rrsigg:ggg
typhimurium al serotipo enteritidis (52,84%). E1 1,06%
corresponden a toxinfecciones por Shigellas y el 1,5i% a
otros. Llama la atencién el gran nimero de brotes en los
cuales no se han podido implicar a ningin germen (30,35%).
No hay que olvidar que algunas epidemias no se detectan Yy
otras muchas no se informan. Para la Salmonellas se estima

que cada caso informado representan 100 casos totales (16) .

De los alimentos implicados en estos brotes, 1la
mahonesa y otros alimentos que la contienen, sigue siendo el
vehiculo mas frecuente de la infeccidén (38,42%).

Desde el punto de vista del agua como vehiculo
transmisor de enfermedad entérica, lcs ultimos datos
globales de que se disponen son del ap: 1986 (15). La
identificacién del agente causal solo se ha podido realizar
en un 32,50% de los brotes de los cuales 7, fueron
producidos por Shigella sonnei, dos por 8. typhi, uno por 8.
enteritidis, uno por 8. typhimurium y otro por Salmonella

sp.

A menudo se han referido a 1las especies de
Enterobacteriaceae no asociadas a infeccioneq del tracto
gastrointestinal como "no patdgenas", dgnominacxén que dista
mucho de la realidad. Excepto las especles Shigella que rara
vez causan infecciones fuera del tracto gastr01ptes;1na1, la
mayoria de las Enterobacteriacgae pueden e;tar 1@p11cad?s en
una gran variedad de infecciones extralqtestlnales, s;n
embargo tan sélo un pequefio numero de especies dan cuenta de
la mayoria de las mismas:Escherichia coli, Enterobacter sp,
Klebsiella pneumoniae, Proteus sp Yy Serratia marcescens.

Las infecciones mas frecuen?es en las.qug ié v:z
implicadas son las del tracto urinario, ernc;pa mende
cistitis, seguidas de las infecciones respiratorias Y

’

heridas.

on responsables de mas del 50%
especialmente en aquellos
cateterizados, quemados Y
bles de ser atacados por

Las Enterobacteriaceaq s
de las infecciones nosocoplales
huéspedes inmunocomprometidos,
ancianos donde son mas vulnera
patogenos oportunistas.




1.7. AISLAMIENTO, CULTIVO E IDENTIFICACIGN

a 1235 :ﬁggeropacteriaceae pueden aislarse (8, 23, 91
par'te de'l or‘);aﬁ;:;odeto;zsndn;ueftras obtenidas de cual'quie{-
muestr.a sea repre_sgntativa d: lljgeizuscilé%n i yqu:od:;tz
;ontiunlnada con tejldos.., organos o secreciones adyacentes
esu ta especialmente importante el que las muestras se.
siembren lo mas rapidamente posible ya que la mayoria de las
Enterobacterias se multiplican rapidamente. Alternativamente
se pueden utilizar sistemas de conservacién en uaquellas

situaciones en las que se d
emore el trans
b o porte de 1la

Crecen facilmente en los medios cominmente empleados
en el laboratorio de microbiologia (91, 100, 163, 178) y las
muestras distintas de heces pueden cultivarse en agar
sangre o agar chocolate si provienen de un sitio normalmente
estéril del organismo.

En agar sangre todas producen un crecimiento similar:
colonias grises, relativamente grandes Yy brillantes,
hemoliticas o no. En agar tripticasa de soja, agar nutritivo
o agar de infusién de carne, las colonias pueden variar de
tamafno segin el género pero generalmente se presentan blanco
grisaceas, traslucidas y ligeramente convexas. Algunas
colenias son grandes Yy mucosas (Klebsiella, Enterobacter
aerégenes y Escherichia coli tipo A). Es comun la variacién

de las colonias que dan lugar a formas lisas y rugosas.

Generalmente se emplean medios selectivos (100, 158,
163) para aumentar su recuperacién tales como 3cqonkey o
Eosina Azul de Metileno que ofrecen la ventaja ad1c1on§1 de
diferenciar caracteres dque permiten un agrupamiento
preliminar de pacterias entéricas y otras gram negativas.
Ademas puede ser importante la siembra en un caldo de
enriquecimiento especialmente cuando la muestra contiene
pequefio numer" de Enterobacterias. Las muestras de heces
requieren técnicas especiales de cultivo en medios
selectivos-diferenciales y caldo de enquueC}mlgntolqge
permitan el desarrcllo de patogenos entéricos e inhiba e -]
los microorganismos de la flora normal de las heces.




Lo i i1i

identif;Zaﬁliﬁgros de la familia ~hterobacteriaceae se

e . ﬁ5,'1§3, 165, 167) principalmente

e . bp uebas bloqu;mlcas de las cuales, una bateria g
Pruebas es suficiente para diferenciar todas 1§s

. T de 14 rueba i
é?ir:irltoacmnngae adonitol, arginina Eidrolassa,qﬁﬁililznaccli?;ege
. ) i Sa, gas a partir de glucosa, sulf

hidrogeno, produccién de indol lisi ’ precig
mov111dadt‘ornitina decarboxilasa,’fenilé?in?igaéggzgatzzz'
fermeqtac1on de sacarosa, ureasa, y Voges. Proskauer és
suf1c;ente para la identificacién de muchos a nivel de
especie en el trabajo rutinario de un laboratorio. Se puede
llevar.a capo otras 14 pruebas como bateria suplementaria
para alslamientos mas dificiles que consiste principalmente
en pruebas de fermentacién de hidratos de carbono,

gégrolisis de O-nitrofenilgalactosido (ONPG) y desarrollo de

La conf@rmacién serologica (91,99,100, 129) es una
parte esencial de la identificacién de algunas
Enterobacteriaceae tales como Salmonella, Shigella y unico
medio de reconocer ciertas cepas patdgenas de E. coli (129).
La identificacién seroldégica de estos organismos se lleva a
cabo mediante técnicas de aglutinacién en portaobjetos con
sueros polivalentes o especificos para Antigeno 0O somatico
seguidas, en algunos casos, por pruebas con sueros
individuales para identificacién serotipica especifica.
Debido a la posibilidad de reacciones cruzadas, es esencial
que los aislamientos estén previamente identificados por
pruebas bioquimicas ambas serolégicas son complementarias.
Las reacciones son relativamente rapidas, sensibles y muy
especificas.

De mas reciente empleo en la identificacioén de
bacterias son los métodos basados en el andlisis del genoma
por hibridacién de ADN Yy determin.acién del contenido G+C
(22, 135). Son muy validos taxoném}camenye.pero no son por
ahora practicos para los laboratorios clinicos. Algunos de
estos métodos han sido aplicados con éxito para .%a
identificacion de bacterias patdgenas por ejemplo, deteccion
de enterotoxinas de E. coli mediante sqndas de ADN marCfdas
(161) gque codifican para en.terotloxn'mas't.:ermoe*‘s;tf:‘nal:rsezl.1
Igualmente se han empleado técnicas inmunologicas b?saé:odos
ensayos enzimaticos con inminoab(s;:g;r)ent:;bc(sELiiﬁ) ujnam S e

aglutinacién de particulas na
2Zns;%lidad Y especificid?d copfafggaspgg?éﬁg;::ai;:;ffggis
on cultivos de celulas : _
g?::ggg;egke en muestras de heces si1n cultivo previo.

el analisis molécular de glésmldos
ia para identificar cepas epidemicas,
diferentes de'los de
estas condiciones son sgtlsfechas
a mayoria de las Entercbacteriaceae.

También se emplﬁ?
89, 136) en forma amplla pa
éstas deben contener plasmidos y ser

las cepas no epidémicas Yy
afortunadamente por |
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Otros métodos empleados inclu
bacteriéfagos (6, 85, 12}, 144, 154),
6, 36), y modelos de resistencia

yen la tipificacién de
serotipificacién (3,
a antibidéticos (3,6,124) .




1.8.CONCEPTO DE HALOFILISMO

menor-Lo:agglma%?S de sangre caliente necesitan en mayor o
escase;;ha fsa » de tal forma que su disponibilidad o
N a ?ftado a lo ;arqo de la Historia en los modelos
: 1tamiento en las distintas areas. Por el contrario

©0s milcroorganismos (hongos, bacterias vy protozoos’
presentan una amplia gama de respuesta a la sal. ;

La bacteqla'marina se ha distinguido de la terrestre
por su requerimiento de cloruro sdédico (126). Durante
siglos, }a sal ha supuesto el princial redio para la
conservacion de los alimentos y continia siéndolo en muchas
zonas. Para este propdsito, la sal obtenida por evaporacién
de aguas saladas ha dado origen a una serie de organismos
con una adaptacién a concentraciones variables de la misma.

Los primeros intentos de biusqueda de organismos que
nacian en ambientes salados, estakan motivados por el hecho
de que pescados, bacon y otros alimentos conservados en
salmuera, se estropeaban (68, 90).

El término haléfilo significa "amante de la sal" y se
aplica a agquellos organismos que requieren mayor
concentracién de cloruro sédico que la fisiolégica para su
crecimiento y supervivencia. La observacién de que haya
microorganismos gue resistan la sal y otros que la requieran
l1levé a Flannery (68), Ingram (90) y Larssen (113) a
intentos para su clasificacién.

MacLeod (125) descubrico el halofilismo de las
bacterias marinas puesto que muchas si no la mayoria,
requerian hasta un 3% de cloruro soédico para crecer y

sobrevivir.

Los Haléfilos moderados fueron primeramente descri;os
por Baxter Y Gibbons (10) trabajando con bacterias
procedentes de alimentos estropeados conservados en salmueri

e eran capaces de crecer a altas concent;ac1ones de ga
pero su éptimo de crecimiento no requiere elevadas

coricentraciones de la misma.

Buchanan y Gibbons (34) reservaron el término haléfilo
extremo para un grupo de bacterias que crecen amfgz
concentracion de sal del 3,5 M (20%) o superior pero Y
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s ik ; . s
imites inferiores de requerimiento salino son del 12-15%

Fue Kushner en 1978 (10

7
1985 (109), basandose en clasif&c
ha logrado a mi juicio,

108)
aclones anteriores, quien

Y posteriormente en

e, : la
clasificacién de los microor hasta ahora mis completa

a la sal (ver tabla 3] .

TABLA

(KUSHNER, 1978)

Mejor crecimiento en
medios con menos del
0,2 M de sal

Haléfilos

Mejor crecimiento en
débiles

medios con 0,2-0,5 M

Haléfilos
moderados

Optimo crecimiento en
medios con 0,5-2,5 M
de sal. Si crecen en
medios de 0,2 M

se consideran
haléfilos moderados
facultativos

Haléfilos
extremos
débiles

Optimo crecimiento
en medios con
1,5-4,0 M de sal

Optimo crecimiento
en medios con 2,5-
5,2 M de sal
(saturacion)

Haléfilos
extremos

No halofilos que |
pueden tolerar la
sal. Si crecen a
mas de 2,5 M de sal
se consideran
halotolerantes
extremos

Halotolerantes

ganismos en base a su respuesta

3: RESPUESTA A LA SAL DE LOS

| La mayoria de las
eubacterias y
microorganismos de
agua dulce

Muchos
microorganismos
marinos

Bacterias y
algunas algas

Ectothiordospira
halophila
Actinopolyspora
halophila

Halobacterium
Halococcus

satphylococcus
aureus y otros
estafilococcus;
hongos y levaduras
halotolerantes




I.9. RELACION
HALOFILISMO DE LAS ENTER TERIAS CON EL

diferef{::‘ese-Ste sentido, existen dos lineas de trabajo
i por un lado su aislamiento en ambientes salinos:
[

por otro, la influencia j
ro, que la sal ejerce en 1la ivi
composicilon y estructura bacteriana. M

Aislamiento en ambientes salinos

; En principio, el grado de ha 111
dlrgctamente relacionado con 1la concentiitli;imode e::'él'
amb%eptal: por lo tanto, el habitat natural de las bacterias
halofilas extremas y moderadas se encontrara en aguas Yy
suelos con elevada concentracién de sal por ejemplo, el
Mar Muerto. (177), el Lago Assal (33), el Gran Lago Salado
(147), salinas de origen marino (155, 156, 149), barrizales
y'suelos (150, 151). También pueden aislarse de un gran
numero de alimentos y materiales perecederos a los que se ha
anadido sal como conservante (68, 90, 113).

La mayoria de los estudios realizados en ambientes
hipersalinos han estado dirigidos al aislamiento de
bacterias haléfilas moderadas y extremas; muy pocos se han
ampliado a 1la busqueda de bacterias no haléfilas o
débilmente haléfilas. Asi por ejemplo Post (147) en sus
trabajos realizados en el Gran Lago Salado presumié que los
microorganismos no halofilos, sencillamente no existian.
Igualmente Volcani (177) en sus resultados tras estudiar la
flora microbiana del Mar Muerto, sélo informa de la
existencia de bacterias gram positivas formadoras de esporas
como las unicas no haléfilas presentes.

En 1963 Henis (84) analiza la microflora pr_esente en
suelos salinos proximos al Mar Rojo a diferentes
profundidades introduciendo tres variables:_pH, condgctlv:ldad
y contenido en sal. La mayor cantidad de microorganismos la
obtiene en la superficie, donde la concentracion de sal es
mayor (259%). El 90% pertenecen al género Bacillus, el ;;:sto
al género Micrococcus Yy bacilos no esporulados; un 3% flora
pacilar gram negativa. Considera que estos m1cr_oorganlsmos
nc son capaces de multiplicarse en estos ecosistemas, scle
trata de habitantes pasivos posiblemente portadost_por belae
viento. A 1la vista de sus resultad_os considera cuesh}gr}:ats
la presuncion ampliamente extendida de que los habdi
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sali : ]
inos estan poblados por microorganismos haléfilos

’
Todas las bacterias aisladas
facultativas, ninguna anaerobisﬁsgg
7 eran haléfilas extremas,
haléfilas y 1la gran mayoria,
los cuales el género Bacillu
seguldo de bacilos gram neg
cocos gram positivos 21, 3%.

n e::erobias Y anaerobias
ricta. De las 164 cepas
11 baldfilas moderadas, 2p n:)
144 cepas, era euryhalinos de
S era el mas abundante 49,4%,
ativos no esporulados 29,2% y

Sierburth (164) analiza la microbiética d
; : el
als}a bacterias no haléfilas pertenecientes a 1los ggﬁi;oz
Bacillus, Sataphylococcus y Micrococcus.

En quz'Quesada Yy col. ( 151) analizan e identifican
la qlc;oblotlca de suelos salinos emplazados en las
provincia de Alicante proéximos a la costa Mediterranea con
una concentracién de sal entre 5 y 10,7%, no demasiado
elevada si se compara con otros pero con la peculiaridad de
mantener plantas vivas. Para ello, emplea medios de
alslamiento a concentraciones variables de sal y obtiene 223

aislados, 13 de los cuales pertenecieron al grupo de las
Enterobacteriaceae.

Rodriguez - Valera y col. (156) estudian la poblacién
microbiana de estanques salados relacionidndola con la
concentracién de sal y algunas variaciones ambientales mas
notables como pH, temperatura y oxigeno. Los aislados mas
numerosos se obtuvieron entre un 10 y 15% de sal entre los
que se encontraban los grupos Pseudomonas, Alteromonas Yy
Alcaligenes con un 42,6%, sequidos de Vibrio con un 33,4%,
cocos gram positivos (7,8%), bacilos gram positivos (1,9%) ¥
Enterobacteriaceae con un 2,6%.

Marquez,M.C. y Col (123) analizan desde un punto de
vista taxonomicc, la poblacion microbiana de unas salinas
préoximas a Huelva y , de un total.de 564 aislados, 15§ eran
cepas no haléfilas pertenecientes a los géneros
staphylococcus,nacillus y Micrococcus.

i ) bastece a una

Harker,en 1989 (83) aisla del agua gque abas
base de la Antartida obtenida por desal}nlzac1on del agua
del mar, coliformes,presumiblemente E.Coli aunque en pequeno

numero.

] eda de Enterobacterigceae en

Ciofle i - i 1 aislamiento de
153) y mas
122) como

En la practica,
ambientes salinos se€ '
coliformes fecales en aguas marltfs 4o
especizlinente del Escherichia coli (5, :
indicaa  ces microbiologicos de polucion.




Influencia de la s -
estructura de la bgcarj%; alinidad en la composicién y

La adaptacion osmética para la vida de :
un problqma pPor su impermeabilidad a 1la maltgcs)rf:mdleaslgz
solutos citoplasmiaticos. En un medio de baja osmolaridad, el
agua tepdera a entrar dentro de la célula causand& un
hlnchagon; por el contrario, en un medio con elevada
osmolaridad, el agua contenida en el interior de la célula
tendera a salir al exterior. Los mamiferos han resuelto este
problema desarrollando un sistema para regular la
osmolaridad; las bacterias por el contrario, son capaces de
Ccrecer en ambientes con un amplio rango de la misma.

; La mayoria de los trabajos realizados en funcién de la
influencia que la sal ejerce sobre la composicién vy
estructura de la bacteria se ha polarizado en las bacterias
haléfilas y haléfilas moderadas (82,106,142,143). Se conoce
la diferente composicién y estructura de la envoltura de las
bacterias haléfilas (composicién lipidica de la membrana y
una pared de naturaleza protéica con un exceso de grupos
acidos y desprovista de glicopeptido (107, 108, 109, 113) y
los mecanismos por los que estos microorganismos estan
adaptados a los ambientes hiperosmolares.

Simultaneamente al aislamiento de bacterias no
haléfilas en ambientes salinos, se inicia una linea de
investigacicdn sobre los procesos de adaptacion que _estas
bacterias sufren al encontrarse en ambientes hipo e
hiperosmolar.

Fué kennedy, E.P. en 1982 (101) quién informo de la
produccion en el espacio periplasmico, de pllgosacéridos
derivados de la membrana (ODM) en la bapterla Escherichia
coli cuando se sometia a un ambiente hipoosmolar y, cCoOmo
ésta sintesis estad osméticamente regulada.

i 134 siguiendo en esta 1linea, confirma la
produggfésr dL gﬁm éi las bacteFias gram .?egagézzs
Agrobacterium Y Rhizobium pbtenlgas de di i:iﬂ .
ecosistemas; mostrando un énfasis partlcula;_en e 'E&é% S
estos oligosacaridos ejercen en la adaptacién osmo

bacteria.

(66) han demostrado que mutantes de E.

f vilidad Yy
estran dafiada su mo
g menos zonas de

erente estructura

Rotering y col.

i oD
coli carentes de '
quimiotaxis, menor numero de flagelcéisi,f
adhesion entre las dos membranas Y una

porosa.




Igualmente Miller

(134) demue
hgrobaptarium Y Rizobium carentesStga i
que tienen afectada su bl

: ; movili { ant
Su capacidad infectiva en las ;T:itisdlsmlnuida

numerosslomsultoa:geaar:nfsnr::s a c%slnt;os dtrabajclas se observa en
( smos, esarrollan sofisti
Egizgijggﬁzlzfra V1vir en un ambiente deficiente :;c:gﬁz
iprey 0 1o que es lo mismo, en un ambiente
P osmolag para evitar su deshidratacion y lo hacen
gaptan?o molecu}as que equilibren el balance osmético tales
dgmot.. prrollna, el compuesto glicina-betaina (145)
imetiletil (38) actuando por un mecanismo de transporté

activo y especifico siendo r
LvC egulado a su vez or 1
osmotica del medio. e g i

Munro, P.M. y «col. (137) demuestran cambios
metabolicos en bacterias sometidas a elevadas

cgngentrgc@ones de sal y coémo influyen las condiciones
fisicoquimicas y edad de las bacterias previas, a una
posterior adaptacion a ambientes salinos (69) .

Kennedy, E.P. (101) propuso la presencia de proteinas
sensoras de la osmolaridad, presumiblemente localizadas en
la membrana interna de la bacteria y que jugaban un papel en
la regulacion de los ODM.

Ramakrishnan, G. (152) en 1985 demuestra que proteinas
de la membrana del E. coli provocan la expresion de genes
como respuesta a cambios en la osmolaridad del mediu de
crecimiento.

Jovanovich, S.B. (93) en 1988 estudia los efectos de
la expresion de genes osmorregulqdores, en un ambiente

hiperosmolar, activdndose los mecanismos de transporte de
L-prolina, glicina-betaina y de potasio.

Munro y col. (137) en 1989 empleando mutantes de
E.coli faltos de componentes para una respuesta apte ug
stress osmético, analizan la influencia que los mecanli?os 1e
captacion de metabolitos osmorreguladores tlenen SO re la

Demuestran como

al menos en parte, dicha superv1vencga depeggi f: ;gg;iég
i i es capaces de regu
bacteria posea ciertos gen > el e
5t i i ijn (por medio de nutr '
ética cuya estimulacilo ; 1 :
gzglice aztesy; despues de su liberacidn al ambiente marino

(69) .

supervivencia del E.coli en aguas marinas.




Por tanto, en los mecanismos fundamentales por los que
la ceélula reconoce Y responde a los cambios en 1la
osmolaridad de su ambiente extracelular, estan implicadas
proteinas osmosensoras localizadas en las membranas de las

bacterias que provocan a su vez la expresicn de genes como
reguladores de la osmolaridad.




I[I.— OBJETIVCS




En relacidén a 1o anteriormente expuesto,

& es (] .
generalizada dentro de opinién

los clinicos que
1] L] as
gnterqchterlaceae Seé conocen bien, son faciles de aislar e
ldentificar.

Llama poderosamente la atencién,
N grupo tan bien conocido como este,
Su tolerancia a la sal. El Manual de B
familia como NO HALOFILA.
Microbiologia (119)
Clinica Microbioldégica
REQUIEREN,
SOoDICo".

que hasta el momento,

no haya sido estudiada
ergey (24) define a la
La Sociedad Americana de
eén su cuarta edicién del Manual de
matiza algo mds especificando que "NO
NI SU DESARROLLO SE ACRECIENTA CON EL CLORURO

De todos 1los Ggéneros pertenecientes a 1la
familia Enterobacteriaceae, Serratia (75,76), Cedecea (77) y

Yersinia (24) son los unicos de los que se tienen

referencias cientificas de haker sido ensayados frente al
cloruro sédico.

Partiendo de las anteriores consideraciones y de
ensayos preliminares, se plantea como principal aspecto, el
investigar el comportamiento de las Enterobacteriaceae a
diferentes concentraciones de sal.

De un andlisis correcto de 1los resultados se
deduciran:

A. - Si hay o no criterios homégenos de grupo

B. - Si pueden obtenerse aplicaciones practicas
tales como: :
- Pruebas bioquimicas en la
caracterizacién a nivel de género y/o
especie

- Medios de cultivo para aislamientos
selectivos

i inidad como
- Influencia de 1la salinidad,
inductor de propiedades metabdlicas




[II.-— MATERIAL Y METODO




1II.1. CEPAS DE TRABAJO

Se han estudiad
referencia y 210 aisl

© 254 cepas de las cuales 4
4 fu
adas de muestras clinicas. sty

Cepas de referencia

e Se emplearon 44 ce
distintas colecciones,
Coleccion Espafiola d

Pas de referencia procedentes de
la mayoria canalizadas a través de la

ec : e Cultivos Tipo excepto 5 ce
remitidas directamente de la ATCC Y 4 cepas cghidas porpZT

Dpto. de Microbiologia de la Facultad de Farmacia de

Granada. En la tabla 4 expongo la relacié
referencia empleadas. 9 n de las cepas de

TABLA 4: CEPAS DE REFERENCIA

Cedecea davisae
Cedecea neteri
Citrobacter freundii
Citrobacter diversus
Citrobacter ama.ondticus
Edwardsiella tarda
Enterobacter cloacae
Enterobacter aerdégenes
Enterobacter gergoviae
Enterobacter agglomerans
Escherichia coli
Ewingella americana
Hafnia alvei
Klebsiella pneumoniae var.
pneumoniae
Klebsiella oxytoca
K. pneumoniae var. ozaenae
K. pneumoniae var.
rhinoscleromatis
Klebsiella planticola
Kluyvera ascorbata
Kluyvera cryocrecens
Morganella morganii
Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Proteus penneri
providencia stuartii
providencia rettgeri :
providencia alcalifaciens
salmonella ser. typhi
salmonella ser. enteritidis
gsalmonella ser. typhimurium




Salmonella ser. choleraesuis
S8erratia marcescens
S8erratia licuefaciens
S8erratia odorifera
S8erratia rubidaea
S8higella dysenteriae
Shigella flexneri
S8higella boydii
S8higella sonnei
Tatumella ptyseos
Yersinia enterocolitica

F.F. GRANADA
Yersinia kristensenii

F.F. GRANADA

Yersinia intermedia F.F. GRANADA
Yersinia frederiksenii F.F. GRANADA

Cepas aisladas

210 cepas cuyo origen fueron muestras clin%cas
remitidas al Laboratorio de Microbiologia del Hospital
Infanta Margarita de Cabra (Cérdoha) repartidas entre los
géneros siguientes: (ver tabla 5).

Ne DE CEPAS

citrobacter
Edwardsiella
Enterobacter
Escherichia
Hafnia
Klebsiella
Morganella
Proteus
Providencia
Ssalmonella
Serratia
Shigella
Tatumella
Yersinia




II11.2. MEDIOS DE AISLAMIENTQ

Como medio de aislamiento
McConkey (OXOID CM7) y los medios se

Cm99) y agar Yersinia selectivo (OXOID CM653)
con cefsulodina,

pPrimario empleé el agar
lectivos agar ss (oxoIp

suplementado
novobiocina e Irgasan (OXOID SR 109),




III.3. IDENTIFICACION

—_—_———n st Sl VNN

Empleé dos sistemas de identificacién bioquimica, uno

manual SPECTRUM-10 y otro automatico, AUTOS AM.

SPECTRUM-10

qu51ste en dos cubetas de poliestireno, cada una con
10 pocillos que contienen sustratos deshidratados. Dichos
sustratqs son reconstituidos cuando se inoculan con una
suspension del microorganismo en estudio en agua destilada
esteril. Tras la inoculacidn, los microtubos
correspondientes a las pruebas Arginina, Lisina, Ornitina,
SH, y Urea, se cubren con aceite mineral. Tras una
incubacién de 18-24 horas a 35-37¢C, se anaden reactivos
para detectar desaminacion de triptéfano, indol y acetoina
Los resultados de las pruebas se convierten en un perfil de
7 digitos utilizando el sistema octal de codificacidén. La
identificacién se realiza a través del Indice de Perfiles
Analiticos mediante el uso del diagrama diferencial.

AUTOSCAM

Se basa en el empleo de un instrumento controlado por
computadora para la lectura automatica e interpretacidn de
los paneles los cuales se presentan en placas. Los sustratos
liofilizados se disponen en 18 pocillos destinados a la
jdentificacién bacteriana, disponibleg separ@@amente o €ii
combinacién con paneles MIC. Tras la 1nocu}ac1on pgnual con
una tapa de transferencia de 95 puar, con incubacién de 18-
24 horas a 35-37¢.los paneles se 1n§ert§n en el lector Auto-
scam gque examina espectrofotpmetylcamente togaz IZS
concavidades simultéaneamente a selgldlferentes lonq1§F esl z
onda., E1 andlisis e impresion de datos et'vzs
identificaciones mas fapt}hles con sgé resgec éabo
porcentajes de probabilidad, se lleva

automaticamente.




III.4. CAPACIDAD DE CRECIMIENTO EN PRESENCIA DE SAL

Se emple. como medio de cultivo CLED a i
: gar (Difco ref
097}-91—4) debido a que es un medio electroliticamente
def1c1entg Y en el que crecen bien las Enterobacteriaceae.
Su composicidén esta reflejada en la tabla 6. Al medio se le

aﬁagia cloruro sédico en concentraciones seriadas de 0 hasta
109%.

EXTRACTO DE CARNE ..
PEPTONA : 4
BETIIRN .o v i 4
LCIETRTHR . c:iconnsiins ves 8,128
ERORRERC 10

: 15
AZUL DE BROMOTIMOL .....eecc.... 0,02

Las cepas se inoculan en cada serie de placas. Se
incubaban guardadas en bolsas de plastico a 35°C durante 4
dias.

Se interpreté la prueba como positiva (+) cuando hay
un crecimiento visible a todo lo largo de la_S{gmbgq:
crecimiento variable (d) cuando hay una clara disminucioén
del mismo y negativo(-) si hay ausencia total de
crecimiento.




IV.— RESULTADOS




Los resultados ob
ensayadas quedan refleja

tenidos con 1las diferentes cepas
modo grafico,

dos en las tablas 7
_ a 24 de
en sus histogramas correspondientes. ol e

IV.1. GE i i
L NERO CEDECEA. Grimont Grimont, Farmer Yy Asbury

TABLA 7: CRECIMIENTO DEL GENERO CEDECEA
CONCENTRACIONES DE Cl Na s CEDECEA A DISTIN

-~

8 910 %

¢ 1L 2 "3 ¢ 8 & '3
R e o S St it

CT 842 C. davisae +
CT 855 C.neteri +

+ + + 4+ % 'd
+ + + + + d - - =

+
+

NOTA: el género Cedecea fue propuesto en 1980 vy
formalmente publicado en 1981 (77).
Actualmente hay cinco especies en base a
propiedades fenotipicas diferentes y test
de hibridacién de ADN.

Se han ensayado dos cepas de referencia
correspondientes a las especies C. davisae y C. neteri.El
crecimiento de ambas fue 6ptimo hasta el 6% de cloruro
sédico. A 7 g% crecieron marcadamente inhibidas, por encima
del cual, su crecimiento fue negativo. Ver figura 2.
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IV. GENERO CITROBACTER. Werkman Y Gillen 1932

IABLA 8: CRECIMIENT
CRECIMIENTO DE
DISTINTAS CONCENTRACIONES DE Cl Na o St

ROBACTER A

g I 8 3 4 &
B B L S LR

freundii
diversus
amalonaticus
diversus
freundii
freundii
freundii
freundii
diversus
freundii
freundii
freundii
freundii
diversus
amalonaticus

(BN e TN o Ty |

[ o Tl o i o T |

++++++++++ A+ +
++++++++Fr+++++
+++++++++++++++
+++++++++++++++
++++++++++H+H+F A
+4++++++++++++++
++Q++++++0+++++
++oppa+++20+++0

NOTA: En 1977 Brenner y col (30) propusieron
que el organismo originariamente llamado
Levinea amalonaticus pasara al género
citrobacter en base a pruebas de
hibridacién de ADN y contenido G + C. El
género Citrobacter quedd asi con tres
especies: C. freundii, C diversus y C.
amalondticus con un biogrupo dentro de
esta ultima.

Se ensayaron 12 cepas de especies citropgcter y tres
de referencia correspondientes a las Cepas tipo. Como es
observable en la figura 3, las especies C. diversus‘y.c.
amalonaticus soportan concentraciones de cloruro sédico
ligeramemte superiores a la especie C. freundii,
concretamente 8 y 7% respectivamente.
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GENERO EDWARDSIELLA Ewing y McWhorter 1965

TABLA 9: CRECIMIENTO DEL G EDWARDS
=22 2. LRLUIMIENTO DEL G, IELLA
DISTINTAS CONCENTRACIONES DE Cl1 Na 8

qgeClNa O 1 2 3§ 4 5 & 7 8 8§ b

R e e e

CT 849 Edwardsiella tarda +
El Edwardsiella tarda +

+ .d d
* @4 4 = = &

NOTA: hasta 1981 la unica especie descrita era
la E. tarda (57), clinicamente
significativa como agente causante de
infecciones humanas extraintestinales.
Actualmente se han descrito dos nuevas
especies pero ninguna se ha visto
involucrada en infecciones humanas.

Su tolerancia a la sal, como se observa en la figura
4 es muy baja, en CLED como medio base, apenas soporta
concentraciones de 3g%¥ de cloruro soédico.
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GENERO ENTEROBACTER Ewing y McWhorter 1965

TABLA 10: COMPORTAMIENTO

DISTINTAS CONCENTRACIONES DE Cl Na R B

ENTEROBACTER A

g% Cl Na g 1 3 3 4 5 &
L E e S S L s

Enterobacter
Enterobacter

cloacae
aerogenes +

Enterobacter
Enterobacter
Enterobacter

gergoviae +
sakazakii
agglomerans+

E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae
E. aerdgenes
E. aerdgenes
E. aerdgenes
E. cloacae
E. cloacae
E. aerdgenes
E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae
E. cloacae
E. aerdgenes
E. aerdgenes
E. aerdgenes
E. cloacae
E. aerdgenes
E. cloacae
E. agglomerans
E. agglomerans
E. agglomerans
E. agglomerans

T T e o
PG R R e
I G i e e e
B T e T e i i nd e i i i
PRI R i e G S S e
PR e e R S e s
+++++++++++++ 00+ 0+ ++++4+04
ppoaooooaRA+RAARRRAARARRR + 20

PRI T T b I S I

En la 3* Edicién de Manual  sobre
Identificacién de Enterobacte?iaceae de
Edward y Ewing (39) reconocian cuatro
especies en el género Enterobgcter: E.
cloacae, E. aerdgenes, E. hafniae, Y E.
licuefaciens: estas dos ultimas
pertenecen actualmente a otros dis
géneros: Hafnia y serratia

respectivamente.
Hasta la fecha se reconocen

NOTA:

8 especies

40




del género Enterobacter de las cuales 5
se describen clinicamente significativas
en infecciones humanas: E. cloacae, E.
aerdgenes, E. gergoviae, E. sakazakii y
E. agglomerans; ésta ultima redefinida

cepas
on de

por Ewing y Fife (53) como
negativas a la triple decarboxilaci
aminodcidos y pigmentacién amarilla

Se ensayaron 24 cepas y cinco de referencia. Como se
observa en la figura 5, todas las especies toleraron

concentraciéon de 8g% de cloruro sédico con gran
homogeneidad.
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GENERO FSCHERICHIA Castellaai y Chalmers 1919

IABLA 11: COMPORTAMENTO DE]
CONCENTRACIONES DE Cl 'la L G. ESCHERICHIA A DISTINTAS

g% Cl Na 83 2. % & 8 &
|-"+--+--+--+-'+--+-'+z-+§*+?-+

Escherichia celi + + + * + + +

10
-1

E. coli
E. coli
E. coli
E. ccli
v, coli

. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli

. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli
E. coli

++++++ 4+ +++ 4+
++++++++++ A+
+++++++++++r+ S+ ++ 4
++++++++ A4
++++++ 4+ 4+ 4+
+++++++++++ S
+++++++++00+++++++++ 4
+r+a+p00+0000000++000000 QO

NOTA: Es el género tipo de la familia y E.
coli,la especie tipo siendo eltorﬂanlsmo
mas estudiado y dque ha sufric. mayor
nimero de investigaciones. . L
En base a estudios de hibridacioén de
ADN, Brenner Y col (28) formularon que
las cuatro e:ecies gshigellas y el genero
Escherichia estan estrechamente
emparentadas en mas de un_Bp% y desde un
punto de vista taxonomlco deberian
constituir una inica especle con 5
subgrupos. Tan célo -~ mantienen como dos
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géneros separados por razo
Y la profusién de su denom
de la Microbiologia Médica.
El género incluye ademas 4 especies de
las cuales 3 estaban definidas por 1los
grupos entéricos 41, 11 y 1 " en base a
analisis de hibridacién ‘de ADN

nes histéricas
inacién dentro

y
propiedades fenotipicas se han
clasificado dentro del género Escherichia
con las denominaciones: E.

adecarboxylata, E. hermanii y E. vulneris
respectivamente pero aun se necesitan
estudios adicionales para asegurar su
posicion. Una cuarta especie E. blattae
ha sido aislada del intestino de
cucarachas (28).

Se ensayaron 23 cepas de E. coli y su cepa de

referencia. Como se observa en la figura 6, posee una

tolerancia de hasta 7% de cloruro sdédico.
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GENERO EWINGELLA Grimont y col. 1983

TABLA 12: COMPORTAMIENTO DEL G. EW
CONCENTRACIONES DE Cl1 Na

INGELLA A DISTINTAS

g% Cl Na (o e |

CT 859 Ewingella americana + + + + + + +

NOTA:

€ 4 % 5 6 7 & 8 &
R Sl S e S

+ @ = =

Es un nuevo género recientemente
propuesto por Grimont y col. (74) para un
grupo de organismos que previamente se
conocian como Grupo Entérico 40 y que en
base a estudios de hibridacién de ADN,
tan so6lo presentaban un parentesco del
21% con otras especies de
Enterobacteriaceae. Tan sélo hay descrita
una especie: E. americana.
Fenotipicamente es muy similar al
Enterobacter agglomerans, es negativa a
la decarboxilacidén de los tres
aminoacidos. No posee pigmentacién
amarilla.

Como se observa en la figura 7, presenta una
tolerancia al cloruro sédico de 8 g%.
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GENERO HAFNIA Moller 1954

TABLA 13: CRECIMIENTO DEL G
CONCENTRACIONES DE Cl Na ; DISTINTAS

g El Na & % 3 3 & 8 & 7 % .8
B B et e L '

10
-|

CT 158 Hafnia alvei
H, H.alvei
H, H.alvei
Hy H.alvei
H, H.alvei

NOTA: La bacteria Hafnia ha sido descrita bajo
distintos nombres. Estudios de taxonomia
numérica (71) indicaban que debia
mantener una posicién separada del género
Enterobacter al gque estaba incluido.
Posteriormente, estudios de hibridacién
de ADN (172) confirmaron esta decisién
mostrando que solamente un 11-26%
guardaba parentesco con cepas de
Enterobacter y Klebsiella.

Se conoce una unica especie H. alvei y 1
biogrupo.

Se ensayaron 4 cepas de Hafnia y la cepa de referencia
CT 158; todas tuvieron una tolerancia maxima del 5% de

cloruro soédico.
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GENERO KLEBSIELLA Trevisan 1885

TABIA 14: COMPORTAMIENTO DEL
CONCENTRACIONES DE Cl Na DEL G. KLEBSIELLA A DISTINTAS

g% Cl Na g 1 2

3 4 5
B o BRI s

Klebsiella oxytoca +
Klebsiella pnemoniae
subps. pneumoniae +
K. pnemoniae subsp.
ozonae +
K. pneumoniae subsp.
rhinoscleromatis
planticola
- K. oxytoca
K. pneumoniae
K. pneumonijae
K. pnsumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
- K. pneumoniae
K.pneumoniae
K. oxytoca
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. pneumoniae
K. oxytoca
K. pn subsp.
ozaenae
- K. oxytoca
- K. pn subsp.
ozaneae »
- K. pneumoniae+ +
- K. pneumoniae+ i

+ +
+ +
+ +

+

++++++++ A+ 4
++++ 4+ A+
+++++++ A+
++++ A+
++++++ A+
++++++++02+a+++2+020 o

+++++++ A+
+a+ont+pooanaoooo+ |

+ +
+ +
+ +
+ +
+ +
+ 4+
+ o

K=19

+
.

4

+ +
+ + 0
+ + 0o

K=20
K=21

+

NOTA: Hasta época reciente el género Klebsiella
se consider¢ poco complicado, compuesto
por especies ubicuas de K. pneumoniaexy
dos especies raras, K. t:szaeg'm.e.dy.m.1
rhinoscleromatis. Estudios de hibri acias
de ADN (32) mostraron dgue al menos
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dos ultimas, no eran especies verdaderas
sino cepas bioquimicamente inactivas de

- Pneumoniae. Fn el Manual de Bergey nos
la encontramos como Subespecies de K.
pneumoniae. K. oxytoca se describe como
especie separada y de mas reciente

introduccién, K. Planticola, K. terrigena
Y K. grupo trevisanii.

El género tiene en cuanto a su tolierancia al cloruro
sodico, una respuesta desigual: K. oxytoca es la mas
resistente a la sal (8%) mientras que K. planticola y las
subespecies K. rhinoscleromatis Y K. ozaenae las menos

resistentes (6%). (ver figura 9)
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GENERC KLUYVERA Farmer,

Fanning, Hunthley-cCarter,

Holmes, Hickman, Richard Y Brenner 1981

ABLA 15: COMPORTAMINETO DEL G. KLUYVERA A

CONCENTRACIONES DE Cl Na A DISTINTAS

g% Cl Na 2 1

CT 861 Kluyvera ascorbata + +
CT 862 kluyvera criocrecens+ +

NOTA:

« 2 & 5 & 7
B e S Lo L S K il

*# + + a =
* 4+ + 4 4 = = &

+
+

Kluyvera es un género con una historia
turbulenta. En 1956 fue descrito por Asai
(4) con dos especies K. citrophila y K.
noncitrophila sin embargo no fue
considerado como tal y no aparecié en las
Listas Aprobadas de Nombres de Bacterias
(165). En 1981 fue propuesto por Farmer y
col (62) con dos especies K. ascorbata y
K. criocrecens. Se aisla de especimenes
clinicos pero su significacién clinica
esta aun por determinar.

Como se muestra en la figura 10, K. criocrecens tolera
concentraciones ligeramente superiores (7%) de cloruro
sodico que K. ascorbata (6%).




0OIPOS OINIO[O [® VHANANIN D [9P ®vrouerd[ol —'01 "Jig

N

BjeqJ008® BINAN[Y

§U909d001d0 BIaNAN(Y

03U TUITD3ID ONUTWISI(]




GENERO

MORGANELLA

TABLA 16: COMPORTAMIENTO DEL G.

CONCENTRACIONES DE CLORURO SODICO MORGANELLA A DISTINTA

CT 173 Morganella morganii +

M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.
M.

M;o M. morganii

g% Cl Na 0 1

2 3 4 &
e e S Al

morganii
morganii
morganii
morganii
morganii
morganii
morganii
morganii
morganii

++++++++++
+++++++++++
++4 +++++4+4++
++++++++++ 4+
+++++++++++
+++ 4+ ++++++
+++++++++++
oW W W W - W oW - Y P P P <

NOTA: Morganella morganii es el nombre empleado
para definir al organismo que
anteriormente se conocia como Proteus
morganii. Se situé como género aparte en
base a su contenido G + C, test de
hibridacion de ADN (29) Yy pruebas
bioquimicas.

Se ensayaron 10 cepas de M. morganii con su
correspondiente cepa tipo. El resultado de todas ellas fue
muy homogeneo aceptando una concentracién maxima de 7g% de
cloruro soédico. (ver figura 11).
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PPOTEUS Hanser 1885

TABLA

17: COMPORTAMIENTO DE

L G.PROTEU

CONCENTRACIONES DE Cl Na

g% Cl Na alfs e e

=ttt

Proteus mirabhilis
Proteus vulgaris
Proteus penneri
mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
penneri
mirabilis
vulgaris
vulgaris
mirabilis
mirabilis
mirabilis
vulgaris
mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
vulgaris
mirabilis
vulgaris
mirabilis
vulgaris
vulgaris
vulgaris
vulgaris
mirabilis
mirabilie
mir»*.iis

ATCC 29906
CT 48.
CT 864

P.

R R . o o

+
+++++++++++++rrE+++++++

++++ 4+t +++ A+

+

P.
P.
P.
P.
P.
P.
P.

+++++++++
+++++++++
+ 4+ 44 +++++ 4+

~irabil
bien

Proteus
especies
Proteus
introduccior,
penneri (87)

NOTA:

50

(40) .
estan las

: §

8 A DISTINTAS

=10 i e G
Lt S ATt

+
o N

I+ + ++ +2 101 +
B
1O 1 Al

P Sy
++4++++++ A+
++ 4+ 4+ ++r 2+
Fe+++++a+++00+++++++a+
+++++++ 1+ ++++ 20+

+ 4+ 4+ ++++ 0+ ++ 0
++a++++ 1 ++0
1A ool Al

1 + 2 +
B o e

e e

]
i

+ 4+ 4+ ++++
++++++++++
++++++++++
+++an+ o+

'

'

]

+++200
++ 4+ 10
+ + + 1
ool

on dos

is y P. vulgaris son
género

conocidas del '
De mas reciente
especies P.

1. myxofaciens, ésta




ultima aislada de polillas y nunca de

especimenes clinicos. En el Manual de
Bergey (24) no aparece resenada 1la
especie P. penneri debido a que fue
Publicada con posterioridad al capitulo
del género Proteus Y corresponde al

biogrupo 1 de Pp. vulgaris, indol, salicin

Y esculin negativos y resistente al
Cclorarfenicol.

Se ensayaron las tres cepas tipo correspondientes a

las especies implicadas clinicamente

muestras clinicas.
especies muestran

Y 30 cepas aisladas de
Como se observa en la figura 12 las tres

una tolerancie diferente a la sal: P.

mirabilis soporta conc:ntraciones de hasta 10 g% de cloruro
sédico, P. penneri hasta 8 g% y Proteus vulgaris hasta 6-7

g%.







El género Proteus,
colonias que se expanden
una membrana;

en un medio sélido, forma unas
Por la superficie del medio como

es lo que se conoce con el nombre caracter
invasor.

Se ha ensayado 1la induccién/inhibicién de esta
propiedad tipica del género en funcién de la concentracién
de cloruro sédico. Para ello, empleando el mismo medio de
CLED agar electroliticamente deficitario, afadimos cloruro

sédico en cantidad tal que nos quede una concentracién final

de 0.5, 1, 2, 3, 4 y 5 g/100 ml de medio. Ensayamos 15 cepas
Y los resultados estan expresados en la tabla 18.




TABLA 3
ROTEsAm&M&MMQ&h

8. 0,83 .3 3 4 Sehel
R S AL

++
++
++
++
++
+
+
+
+
++
++
+
++
++
++

mirabilis
mirabilis
mirabilis
mirabilis
penneri
mirabilis
P.vulgaris
P. vulgaris
P. mirabilis
P. mirabilis
P. mirabilis
P. vulgaris
P. mirabilis
P. mirabilis
P. mirabilis

[ e " o T |
o

I = Pl = P = PR R I I |

++++++++ 2+ + +
+++0++++H A+
+r+ 1 +++00000+++
+a+ 1+t 1l

Simbolos: + caracter invasor
d caracter invasor débil
= ausencia de caracter invasor

El caracter invasor se estimula con pequenas
cantidades de cloruro sédico, con un maximo entre 0,5 y 1 g%
y es inhibido si seguimos aumentando la concentracién de sal
hasta 3 y 4 g%




GENERO PROVIDENCIA Ewing 1962

TABLA 19: COMPORTAMIEN
DISTINTAS CONCENT ONES DE gfgam G. PROVIDENCIA

A

g%ClNa012345678910
|==t=mt=tomtompmpomomponponpe|
CT 866 Providencia stwartii +
CT865 Providencia rettgeri +
CT 166 Providencia alcalifaciens
P. alcalifaciens + +

P. stwartii

P. stwartii

P. stwartii
P. rettgeri

++++++++
++++++++
+++++++ 4+
+4+++++++
+4+++++++
++++aa++

NOTA: Los cambios realizados en la
clasificacién de los miembros de la hasta
entonces tribu Proteae en el Manual de
Bergey, han llevado a la creacién del
género Providencia con 3 especies Yy
recientemente una cuarta P. rustigianii
correspondiente a ©P. alcalifaciens
biogrupo 3. Los datos fueron informados
por Brenner y col. (29) y mas
recientemente por Penner (23).

Las tres especies ensayadas frente a distintas
concentraciones de cloruro sédico muestran bastaqte
homogeneidad en su respuesta con unos valores 1nterpedlos
entre P. vulgaris y P. mirdbilis. La especie P.
alcalifaciens muestra una tolerancia ligeramente inferior.

(ver figura 13).
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GENERO SALMONELLA Ligniéres 1900

TABLA 20: COMPOR ENTO
CONCENTRACIONES DE ngiﬁﬁé §ang%L G. EALMONELLA A DISTINTAS

g% Cl Na » 1 & 3 4 .85 & 7 % 3 1
R ot et S Et S et ey
CT 409 8. serotypo typhi + + +
CT 443 8. serotypo typhimurium +
ATCC 13076 8. serotypo enteritidis
CT 915 8. serotypo cholerae suis +
S, - 8. ser. cholerae suis
8. ser cholerae suis
8. ser cholerae suis
8. ser cholerae suis
8. ser enteritidis
6. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser typhimurium
8. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser typhimurium
8. ser typhimurium
8. ser typhimurium
8. ser typhimurium
8. ser typhi +
8. ser typhi +
8. ser enteritidis
8. ser enteritidis
8. ser cholerae sui
g. ser enteritidis
- 8. ser enteritidis
-g8. ser enteritidis
g. ser typhi +
g. ser typhi *
g. ser enteritidis
8. ser enteritidis
g. ser enteritidis

TR TR (S T B R R AR B = P A R |

+++ 4+ ++ S

SRR G S T SR e e

PP e e S R e

FUNPREFEP AR e S TS A e

PSR SR e S R A e R e

+t++00+++0p++tR+RF++r++EFFr+E A+ AR

O+l 1l ++++++ 11 +++4++00+++00R+++++00
]

++++++++0++

incipi aquellas

OTA: Si uno acepta gue en principio,
. bacterias emparentadas en un ?p% o mé;,
en base a estudios de hibridacién de ADN,

pertenecen a la misma especie, el género
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8almonella posee una unic

a especie (37)
con 5 subgrupos o subgéner

Os.

Se ensayaron 30 cepas de Salmonella y 4 de referencia
corespondientes a los serotipos que nas

frecuentemente se
aislan de especimenes humanos.

Lo mas destacable como se
refieja en la figura 14 es que el serotypo typhi soporta
menor cantidad de cloruro sédico ; a 7 g%, no crece mientras
que el resto toleran dicha concentracién.







GENERO SERRATIA Bizio 1823

TABLA 21: COMPORTAMIENTO DE
CONCENTRACIOWES DE CLORURO SODICD"LQ §. BERRATIA A DISTINTAS

g% Cl Na 0 1 2 3 4 5 6 7T 8B 8 i
e e I It it et
CT 846 Serratia marcescens +
CT 483 Serratia licuefaciens
CT 867 Serratia odorifera
CT 868 Serratia rubidaea
8. rubidaea
8. rubidaea

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens
8. licuefaciens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens
8.licuefaciens

8. marcescens

8. marcescens
8. licuefaciens

8. marcescens

8. marcescens

8. marcescens

§. marcescens

8. marcescens

oo+ + ++ 10 Q

O T b o S o o o
F++++++++r+ AL+
++4++++r++r++ A+
+++++++ 4+ A+t
++++++F A+
F++++++++++ra+ A+ S
+++++a++0+00++++++++++ 40+

+
+
P
+
+
4
o
o
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
+
L
+
+

ol Al

NOTA: Serratia es uno de 1los géneros mngr
conocido dentro de la familia
Enterobacteriaceae Y de recientes

isiones (23, 75).
Ezvia 8* ed{ dél ﬁanual de_Bacteriologia
Determinativa, se le describia una sola
especie, 8. marcescens. Es;qdlos di
hibridacién de ADN, han clarlflpado e
status del género y en la a?tualldad hgy
descritas 7 especies nuevas las cuales la
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mas comunmente zislada de especimenes
humanos sigue siendo g, marcescens,
sequida de 8. licuefaciens. El resto, 8.
odorifera, 8. rubidaea, s. plymuthica, 8.
fonticola y 8. ficaria se han encontrado
de forma aislada y con dudosa implicacién
clinica.

Se ensayaron 22 cepas aisladas del laboratorio y 4
cepas de referencia.Se observa en la figura 15 una marcada
diferencia sequn 1la especie. De forwa secuencial 8.
licuefaciens es la menos tolerante a 1la sal creciendo a
concentraciones de 7 g% seguida de 8. marcescens a 8 g%, 8.

odorifera hasta 9 g% y 8. rubidaea 10 g%.







GENERO S8HIGELLA Castellani Y Chalmers 1919

: CRECIMIENTO
CONCENTRACIONES D CLORUKD Bopiny’ O+ SEISELA & DISTINTAS

g% Cl Na N1 2 3 4 8% % 7 B &8 8o
R A It St S
CT 853 Shigella dysenteriae+
ATCC 29930 S8higella sonnei
ATCC 8700 8higella boydii +
ATCC 29903 8higella flexneri
Sh, 8. sonnei
Sh, 8. sonnei
Sh; 8. sonnei
Sh, 8. aonnei
Shg 8. boydii
Shg 8. flexneri
Sh, 8. flexneri

+++++++++++
+4++++++++++
++0++++t+ta+n
+H+ 1+ ++F 0+
(A I - A - Y - A - A - - A
g b T
T e
[ TR O R Y I R B B e R |
T e R
EL VR e

NOTA: Shigella es un antiguo género bien
conocido por los microbiélogos clinicos
como causante de la disenteria bacilar.
Estudios de hibridacién de ADN realizados
por Brenner (23) mostraron que las cuatro
especies de Shigella y Escherichia coli
son una sola especie y se mantienen
separadas por su profusién dentro de la
Microbiologia médica y en base a
caracteristicas epidemiolégicas: las
shigella causan disenteria bacilar
mientras que la mayoria de las cepas de
E. coli no.

Se ha ensayado 7 cepas de shigella aisladas de
muestras clinicas. Todas coinciden en cuanto a su tolerancia
a la sal con sus cepas tipo corregpondientes: 8. dysenteriae
y 8. boydii crecen hasta 3 g% mientras que 8. sonnei y 8.
flexeri lo hacen hasta 5 g% de cloruro sodico.
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GENERO TATUMELLA Hollis, Hickman Yy Fanning 1982

TABLA 23: COMPORTAMIENTO DEL G. TATUME
CONCENTRACIONES DE CLORURO SODICO TN & DIRTTIESS

g% Cl Na 01 8
|- pempmp o pmf e o)
CT 862 Tatumella ptyseos

+ +
T, T. ptyseos + +
T, T. ptyseos + +

NOTA: El1 nombre Tatume¢lla fue propuesto por
Hollis y col (88) para un grupo de
organismos gue se conocian como grupo
EF-9 y que por estudios de hibridacién de
ADN se demostrd estaban estrechamente
emparentados e inferior al 40% respecto a
otros taxones de Enterobacteriaceae lo
que concluyé conla proposicién de un
nuevo género: Tatumella con una unica
especie T. ptyseos.

Es un organismo con una tolerancia a la sal baja,
mostrando valores limites de 3 g% (Ver figura 17).
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GENERO YERSINIA Van Loghem 1944

TABLA 24: COMPORT ENTO D
EL G. YER
CONCENTRACIONES DE CLORURO SODIC G. YERSINIA A DISTINTAS

gtclma 5 1 2 % 4 5 5 71 % 8 W

e e Tt I M

CR 7057 Yersinia enterocolitica

CR 103 Y. kristensenii

CR 7836 Y. intermedia

CR 7723 Y. frederiksenii
Y. frederiksenii
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. kristensenii
Y. intermedia
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica
Y. enterocolitica

d

[ = P o Pl T3 = TR B |

t 4+ 4+t
F+++++++r+++r+ra+r++r++tat+a+
PR ARRLALRARNA0RRAR0 R

T T

#*
+
ik
+
+
+
+4-
‘
+
+
&
&
+
aF
+
+
+
+
o
o
+
ot

popoaRl el

NOTA: El género comienza con el trasvase de las
especies pasteurella pesti ¥ P
pseudotuberculosis al género g@rsinia Y
éste a la familia Enterobacteriaceae. Se
introduce una tercera especie Y.
enterocolitica (17).En 1980 estudios de
hibridacién de ADN (12, 25) mostraron que
las cepas Y. enterocolitica eran un grupo
heterogéneo Y Se€ propusieron tres
especies nuevas: Y. frederiksenii, Y.
intermedia y Y. kristensenii.

Se ensayaron 19 cepas de Yersinia aisladas de muestras
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clinicas y 4 Cepas procedentes de 1la coleccién del Dpto. de
Microbiologia de 1a Facultad de Farmacia de Granada
correspondientes a las especies: enterocolitica,

kristensenii, vy. intermedia y v, frederiksenii.

Como se observa en 1la figqura 18, 1a tolerancia al

cloruro soédico es baja comparando con otras
Enterobacteriaceae alcanzando un maximo de 5 g% para la

especie Y. enterocolitica mientras que el resto
g%.

quedaron inhibidas a 4 g% no creciendo a §
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Durante muchos f :
" N anos 18 i P e . 3
Enterobacteriaceae se ha ba dentificacién de 1las

terok sado principal
. Palmente en
Sg:&ﬁ;lﬁ de 1o§ resul-ados de pruebas bioquimicas e;
aumentggcizopi? introducen nuevas técnicas de diagnéstico que
eclslon en la identificacig
on y de su resulta

Se€ proponen nuevos géneros i :

) . + Nuevas especies
cambios en 1la identificacién. " e Y

e Una devlas pr@ncipales observaciones ha sido la casi
otal ausencia de investigacién de 1la tolerancia de las
Enterobacteriaceae frente al cloruro sédico.

' Dentro de la familia, son pocos los
géneros incapaces de crecer por encima del 5%
de cloruro sédico: Edwardsiella, Hafnia,
Tatumella y Yersinia. La gran mayoria, alcanzan
una tolerancia entre 6 y 8%: Cedecea,
Citrobacter, kluyvera, Escherichia, klebsiella,
Morganella, Proteus, Salmonella, Enterobacter,
Ewingella, Providencia y 8S8erratia. Ningin
género crece por encima del 8%, tan sélo las
especies Serratia rubidaea, Serratia odorifera
y Proteus mirdbilis.

Se observa que aquellos géneros
cldsicamente considerados poco activos
metabdélicamente (Edwardsiella, Hafnia,
Tatumella y Yersinia) toleran mal la sal y por
el contrario, aquellos otros mas activos,
soportan mayores concentraciones de cloruro
sédico. Por tanto, el grado de tolqrancia
guarda relacién con la actvidad matabdlica del

organismo.

La capacidad de tolerar mayor O menor
concentraciéon de sal puede ser aprovechada para
la identificacién presuntiva de aquellos
géneros que guardan entre si un gran paren@escg
bien fenotipica o genotipicamente. El geg:;za
Edwardsiella guarda una cierta seme]

i 5 Escherichia,
i ogquimica con 1los generos

g:igonella y grupo Proteus; ‘p;'oldugssﬁ?‘s’a:

tir de glucosa, e€s §H2 e indo tivas,
gzzarboxilag los am,inoéc:Ldos Lisina 1y olr;ut;:gé
Su escasa toleranclia a la sa i 4
facilmente diferenciab}e a la vez gue dgizlla .
divergencias filogeneticas de la Edwar

estos grupos.
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) ~ Posee ademés una elevada resi
32?{;2232a a la colistina (139) hechOIZEZn%i:
un medio apogasEedwg:dagarEwi;gpt(39) ey g
que .aﬁqdian colistina : ara.Ona y pleyro.al
predlcplvo de crecimienio deu?EQS:gggiziE:
(colonias _ SH, positivas). Otras
Entgroyacterlaceae son resistentes a 1la
colistina: grupo Proteus Yy B8erratia pero
ninguna de ellas queda inhibida a 3 g% de
cloruro sédico, motivo por el cual, se sugiere
como técnica de aislamiento el empleo de un
medi~ base como el propuesto por Edward Yy Ewing
pPreparado en una placa petri doble en la que
una de las mitades 1lleva incorporada 3g% de
cloruro sddico. La presencia de colon:as
gulfh;drico positivas en la mitad sin sal
inhibidas en el medio con sal, nos permitiré
una identificacioén presuntiva.

Los géneros Salmonella y S8higella son
patogenos entéricos. La busqueda de colonias
lactosa negativas y lactosa negativas
sulfhidrico positivas es obligada en todos los
cultivos de heces. La prueba de tolerancia al
Cl Na de estos dos géneros (8higella no crece a
5,5%) puede emplearse con caracter taxonémico
como ayuda para la identificacién presuntiva.

Ademas de estos dos géneros, la flora que
se aisla de unas heces puede ser amplistima
(Hafnia, Edwardsiella, Proteus, Morganella,
Escherichia, etc.) , en muchos casos con una
clara significacién clinica llegando a crear
verdaderas dificultades parz obtener un informe
final. Se propone para el cultivo de heces el
uso adicional de una placa de medio de
enriquecimiento para Enterobacteriaceae al que
se anade 5g por 100 ml de medio con el
propésito de inhibir una flora cuyo habitat
natural es el tracto gastrointestinal Yy por
comparacién con otra placa sin sal, facilitar
la identificacién presuntiva. Se necesitan
estudios adicionales para comprobar su

efectividad.

shigella Y Escherichia constituyen

genéticamente una sola especie. El E. c:li
representa una elevada proporcion de 1los

islamientos de muestras clinicas; su
?dentificacién, rara Vvez causa prop;gmas. Es
tipicamente positivo para la produccion ﬁix?as
a partir de la glucosa, In@ol, ONPG, > 1y
fermentacién de L. arabinosa, manlitodl,
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trehalosa

Y D-xilosa;
genéticos muestransag', sin embargo, estudios

variables. A la espera decoli fenotipicamente

1 destino i
s que sufrira
cuag:o ifs taxones, '1a marcada diferencia e:
su tolerancia a la sal, constituye una

Prueba definitiva para su identificacién,

A nivel de especie, los gén
i Cedecea
Enterobacter tienen una gran hg st Y
respuesta a la sal. 9 omogeneidad en su

Grimont y col (77) ensayaron 9 cepa

s de
C. pavisae Y C. lapagei frente al c?oruro
sédico mostrando una tolerancia maxima del 7%.
En nuestro ensayo obtenemos idénticos

resultados con las cepas C. davisae y C. neteri
ensayadas.

Por'otra parte, todas las cepas ensayadas
de especies Enterobacter y las cepas tipo,
tuvieron una respuesta maxima del 8%.

Las especies de los géneros Citrobacter,
Providencia y Kluyvera, han mostrado discretas
diferencias en sus respuestas a la sal. Asi
vemos que Citrobacter freundii tolera hasta 7%
incluso con una cierta irregularidad que puede
interpretarse en base a la existencia de cepas
descritas en la literatura cientifica que
muestran reacciones bioquimicas intermedias y
necesitan estudios de ADN; las especies C.
diversus y C. amalondticus crecen hasta 8 g% de
Cl Na. Las dos especies descritas del género
Kluyvera estan estrechamente relacionadas y son
dificiles de diferenciar por test bioquimicos;
K. criocrecens tolera concentraciones
ligeramente superiores que K. ascorbata, 7 y 6
respectivamente. Por dltimo, del género
providencia, la especie P. alcalifaciens crece
hasta 7% mientras que P. stwartii y P. rettgeri
lo hacen hasta 8%.

Las especies de los géneros klebsiella,
proteus, Salmonella, serratia,_ Shige;la y
Yersinia tienen una marcada diferencia de

respuesta a la sal con respeqto a gtras
especies pertenecientes al mismo geneso
constituyendo un caracter taxdn de gran ayu a

para su identificacion.

i 1 género
Asi observamos deqtro de ‘

klebsiella, que las especles Y subes%?cies
menos activas metabélicamente (k. planticola,
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K. subsp. rhinoscleromatis Yy K.
crecen hasta 6%; K.

oxytoca hasta 8%

subsp. ozaenae)
pneumoniae a 7% y k.

Del género Proteus, 1la
vulgaris crece hasta 6%, P.

mirdbilis alcanza los 10 g% d

especie P.
penneri a 8% y P,
e Cl Na.

La mayoria de las BSalmonellas
aislan de especimenes clinicos pertene%:§ :f
subgrqpo I, el cual es bastante uniforme en sus
reacciones bioquimicas Y para su
ldentificacién se recurren a reacciones
sgrolégipas. De ellas, el serotipo 8. typhi es
bioquimicamente el menos activo y tolera
concentraciones de hasta 6%, mientras que el

resto de los serotipos ensayados soportan
concentraciones de sal de hasta el 7%.

Grimont y Grimont (75, 76) estudiaron la
tolerancia de las especies del género Serratia
frente al cloruro sédico. En nuestro ensayo, se
obtienen resultados idénticos con los
siguientes valores: 7% para 8. licuefaciens, 8%
para 8. marcescens, 9% para 8. odorifera y 10%
para 8. rubidaea.

La identificacién bioquimica del género
shigella resulta complicada por tratarse de
organismos metabélicamente poco activos. Las
inicas reacciones positivas que muestran son la
fermentacién de la glucosa con produccién de
acido y la reaccién Rojo de Metilo; el resto de
las comunmente empleadas, negativas ©
variables. Farmer y col (60), en su tabla de
identificacién de 1las especifs del gil;ll;zg

higella, agrupa por un lado a los serog
:, gB Y ‘o gy I;)orp otro 8. sonnei (ornitina
positiva) en Dbase a la .falta de test
biogquimicos para diferenciar a los tres
serogrupos, necesitando para ello, métodos
serolégicos. En nuestro ensayo, las quatro
especies Shigella son facilmente d1§erenc1ab1:s
dos a dos por su distinto comportamiento frente

al cloruro sédico:

-Crecen hasta 3%

g. dysenteriae (subgrupo A)

8. boydii (subgrupo C)




- Crecen hasta 5%

8. flexneri (subgrupo B)

8. sonnei (subgrupo D)

Las especies Yersinia son fenotipicamente

zigllzrgs y.dlficiles de diferenciar por test
mayggiglifs' dan negativas o variablemente, 1la
s Pioiizugguebgg cominmente utilizadas:
. ADH

GelatlnaﬂKCN, malonat%' y eséasanfétivgggé
fermentativa sobre hidratos de carbono. Bzin
estudia la tolerancia a la sal de espeéles de
Yersinia y expone que pueden crecer en ausencia
de ploruro sédico pero con una tolerancia
maxima del 3,5 % las especies de Y. pesti y ¥
pseudotubeyculosis: mientras que el resto d;
las especies lo hacian hasta 5%. En nuestro
ensayo, tan solo la especie Y. enterocolitica
alcanza una tolerancia del 5%; el resto, Y.
frederiksenii, Y. intermedia y Y. kristensenii,
no crecen a esa concentracion.

Un segundo descubrimiento de gran interés
ha sido la observacidn de diversas propiedades
metabélicas inducidas por la sal en
determinados organismos.

Las colonias del género Proteus en un
medio de cultivo sélido, presentan una
morfologia tipica conocida como caracter
invasor(180) debido a una migracién en periodos
ciclicos que da lugar a zonas concéntricas
alrededor del punto de inoculacién, © bien se
esparcen sobre la superficie humeda del medio a
modo de una membrana.

Este caracter hace dificil aislar otras
especies de bacterias que crecen conjuntgmente
en el medio de cultivo por tanto, los medios de
aislamiento en 1los laboratorios entéripos se
han disefado para inhibir este caracter 1nvasor
y seleccionar patégenos conocidos. Para ello se
han formulado 1la incorporacién de sales
pbiliares, detergentes, aumento la

concentracién de agar hasta un 4 a 7% o
reduccién de la concentracion de cloruro

sédico. (100)

Al estudiar la tolerancia a la sal del
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género Proteus se observé que el caracter
invasor se estimulaba efectivamente con
Pequefias ~antidades de sal, con un éptimo
entre 0,5 y 1%; pero ademas, en nuestro ensayo
Se observa que un aumento progresivo de sal
conduce igualmente, a una inhibicién del mismo,
concretamente entr OS 3 y 4 g de cloruro
sédico por 100 ml. de medio, de 1lo que se
deduce que el grado de induccién e inhibicién
del caracter invasor guarda relacién con el
éptimo de sal para su crecimiento.

is 1% Cl Na
Proteus mir@bilxs s
Egggg§§§§i ; Proteus mirabilis 3% Cl




Algunas especies
gerratia producen dos t
insoluble en agqua,
prodigiosina y que

coloracién roja y un segundo pigmento soluble
en el agua, difusible, provocando una
coloracion del medio mientras 1la colonia
permanece blanca o rosidcea se le conoce con el
nombre de pirimina. El primero 1lo produce los
biogrupos A, y A, de Serratia marcescens Yy las
especies ék plymutica y 8. rubidaea, el

segundo, algunas cepas de 8. marcescens biotipo
A
4.

Y biotipos del género
1lpos de pigmentos: uno
no difusible denominado
le da a la colonia una

Se sabe que la producc:5n de prodigiosina
depende de las condiciones del cultivo en
cuanto a su composicién, pH iones organicos y
temperatura (182, 183), sin embargo no se ha
estudiado bajo la influencia de cloruro sédicc.

Se ensayaron cuatro cepas pigmentadas de
8. marcesce.s (1 cepa tipo CT 846 y tres
aisladas de muestras clinicas) y tres cepas de
8. rubidaea (1 cepa tipo 868 y dos aisladas de
muestras clinicas). Se obtuvieron unos
resultados congruentes con el oéptimo de
requerimiento salino para su forchién. Las
cuatro cepas de 8. marcescens pigmentadas
perdian su coloracién al aumentar la
concentraciéon de cloruro sdédico (4%) m@entras
que las tres cepas de 8. rubidaea debilmente
coloreadas a 0% de sal, mostraron una
coloracién roja intensa a partir del 2% y la
mantuvo hasta los 10 gi%.




. Berratia rubidaea 0% Cl Na
gerratia rubidaea 2% C1 Na
gerratia rubidaea 4% Cl Na

FOTOGRAFIA 3
FOTOGRAFIA 4
FOTOGRAFIA 5




Induccién de transformacién

isa a fase mucosa por
¢un efecto adaptative?

Como expuse en la introduc
de la relacién entre
halofilismo,

cién al hablar
Enterobacteriaceae y
1lof uria de las lineas de investigacién
mas lnteresantes llevadas a cabo en los dltimos
anos se basan en la influencia que el cloruro
sodico ejerce en 1la composicion y estructura
de las bacterias no haléfilas. Concretamente,
en los estudios llevados a cabo con la especie
Escherichia coli se ha observado la produccién
de oligosacaridos derivados de la membrana en
el espacio periplasmico como efecto adaptativo
a un ambiente hipoosmolar y como estos procesos
de osmorregulacién, al menos en parte, estan
mediados por genes los cuales se expresan por
la presencia de determinados nutrientes.

En nuestro ensayo, al analizar 1la
tolerancia del E. coli a distintas
concentraciones de sal, se observa la induccién
fenotipica gradual de la transfqr@acién de
cepas lisas a cepas mucosas, manlflestamepte
marcada a partir de 5 g% Las cepas E. coli tipo
A,, muestran mayor mucosidad y una tolerancia
ligeramente inferior al cloruro spdlco. En un
futuro, habria que profunq%zar a nivel genético
del porqué de esta induccion.




herichia coli 0% Cl Na
Escherichia coli 6% Cl Na

FOTOGRAFIA 6: Esc
FOTOGRAFIA 7:




VI.— CONCLUSIONES




: 1 Se confirma que la

familia
Enterobacteriaceae NO ES HALOFILA, en tanto que

NO neceslita sal para poder crecer. No obstante,
la mayoria de 1los organismos, mejoran su

desarrollo si se afaden Pequenias cantidades de

sal del orden de 0,5 a 1%

2. Algunas especies de 1la familia
Enterobacter.aceae, en lo que se refiere a su
tolerancia a la sal, se muestran HALOTOLERANTES
por su capacidad de crecer en un medio con sal,
incluso comportarse como HALOFILOS DEBILES en
cuanto a que crecen mejor con un 1 a 3% de
cloruro sédico. Tal es el caso de las especies
Serratia odorifera, Serratia rubidaea y Proteus

mirabilis.

3. El grado de tolerancia guarda relacién
con la actividad metabdlica del organismo.

Aquellos con baja actividad metabélica toleran

mal la sal.

4. E1 grado de tolerancia al cloruro

sédico se puede aplicar para la identificacion

: ‘ un
presuntiva de géneros due guardan entre si u

gran parentesco fenotipico y/o genotipico:

Edwardsiella - Proteus sp; Escherichia coli =




S8higella sp; Hafnia alvei - Proteus sSp;

Salmonella - Shigella sp.

5. Existen marcadas diferencias en 1la

respuesta a la sal de especies pertenecientes

al mismo género constituyendo un caracter

taxonémico: klebsiella oxytoca de otras
klebsiellas de baja actividad metabdlica;
Proteus mirabilis - P. penneri - P. vulgaris;
serotipo Salmonella typhi - serotipos
Salmonella sp; Serratia rubidaea - 8. odorifera
- 8. marcescens - 8. licuefaciens; Shigella
subgrupos A y C - B8higella subgrupo B y D;

Yersinia enterocolitica - Yersinia sp.

6. E1 hecho de que Edwardsiella tarda sea
resistente a la colistina e incapaz de crecer
por encima del 3% de cloruro sédico sugiere la
base de una técnica de aislamiento e
jdentificacién presuntiva por inhibicién
selectiva de este germen frente a otros

resistentes a la colistina (grupo Proteus Y

gerratia).

7. Existe una induccién por accion del

o ath
cloruro soédico de la transformaclon de cepas

74




face 1lisa (1) a fase mucosa (m) en el

Escherichia coli.

g, Se sugiere como mecanismo para

seleccionar patdégenos conocidos, especialmente

en muestras clinicas con abundante flora, 1la

inhibicién de® caracter invasor del género

Proteus por un aumento en la concentracién de

cloruro sédico del 3 al 4%.

9. La producciodn del pigmento
prodigiosina en las especies y tipos del género
Serratia depende de la concentracién de cloruro

sddico en el medio de cultivo.

10. Se propone el uso de la capacidad de
desarrollo a distintas concentraciones de
cloruro sédico como prueba para una mejor
clasificacion de géneros y especies dentro de

1z familia Enterobacteriaceae.
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