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Introducción 

En sanidad animal, y más concretamente en referencia con la 

ictiopatología, se conoce bastante px>co sobre los mecanismos de 

virulencia y el desarrollo de la infección y /o enfermedad en especies 

continentales y marítimas en relación con Hafnia ali^ei. 

Formando parte del medio ambiente, esta bacteria ha sido 

descrita en algunas ocasiones en el suelo y el agua (ALLEN, DA., 1985; 

SAKAZAKl y TAMURA, 1992). Igualmente, es de notar su presencia en 

los alimentos afectando a su calidad microbiológica, como la leche 

(TEXFORD y cois., 1975; KLEEBERGER y cois., 1980), la miel de las 

abejas (SALIMOV, RM., 1978), la carne enlatada de vacuno (REFAIE y 

cois., 1993), o la carne de porcino empaquetada (BORAH y cois., 1992). 

Desde un punto de vista clínico, existen distintos cuadros 

asociados a esta especie bacteriana en varias especies animales como 

mastitis en ganado vacuno (BINDE y cois., 1982), abortos equinos 

(XIMENA y cois., 1983; MUKHERJEE y cois., 1986), neumonía caprina 

(SHARMA y cois., 1991), y septicemia en gallinas ponedoras (REAL y 

cois., 1997). 

En cuanto al área de la acuicultura, también existen algunas 

descripciones relacionando su presencia en aguas de empresas de 

acuicultura continental (ALLEN y cois., 1983; ALLEN, DA., 1985), 

asociada a septicemia hemorrágica en trucha arcoiris (Oncorhynchus 

mykyss) (GELEV y cois., 1990), y también provocando patología renal 

en salmón dorado {Oncorhynchus masou) infectados experimentalmente 

(TESHIMA y cois., 1992). 
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Igualmente, hay que destacar su papel clínico-patológico en 

Medicina Humana asociada a cuadros de enteritis, septicemias e 

infecciones urinarias (SAKAZAKI y TAMURA, 1992; KRIEG y SNEATH, 

1994). Además, el curso natural de la infección se solapa clínicamente 

con los que pueden producir bacterias taxonómicamente cercanas como 

Salmonella spp., Yersinia spp. y Enterobacter spp. (KELLY, 1993; 

RIDELL, 1987). 

Por otro lado, es cada vez más evidente el problema que 

representa para la salud pública la resistencia bacteriíina a los agentes 

quimioterápicos. La amplia utilización de ellos, tanto en terapéutica 

antibacteriana como en nutrición animal, ha favorecido la selección de 

cepas bacterianas resistentes a tales agentes, por lo que cada vez es 

más difícil la quimioterapia de las enfermedades infecciosas. Las 

bacterias sensibles a los quimioterápicos pueden llegar a ser resistentes 

por cualquiera de dos mecanismos básicos, las mutaciones y la 

transferencia de información genética entre bacterias mediada por 

plásmidos (GARCÍA RODRÍGUEZ, JA. 1987). 

De los plásmidos existentes en estas bacterias y, junto a los 

plásmidos de resistencia antibiótica, se encuentran los plásmidos de 

virulencia, que pueden determinar un mayor o menor grado de daño en 

el hospedador, como es el caso del plásmido pJMl, presente en muchas 

cepas virulentas de Vibrio anguillarum (CROSA y cois., 1977). 

Profundizar en el conocimiento de los perfiles plasmídicos en 

esjDecies poco estudiadas como es el caso de la que nos ocupa 

constituye un reto importante desde un punto de vista científico, a la 

vez que incierto. Por otro lado, la finalidad de este eslabón supone 
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Introducción 

conocer mejor las razones mediante las cuales una cepa de H.alvei 

puede ser más o menos virulenta para una especie determinada y tener 

un espectro de resistencia antibiótica muy diferente a otras cepas 

conocidas. 

Interconectar estas incógnitas en la Sanidad de la Acuicultura 

moderna forma parte de la meta de la línea de investigación en la que 

participamos. 

Por todo lo expuesto, en el desarrollo del presente trabajo nos 

hemos planteado los siguientes objetivos: 

1.- Profundizar en el comportamiento bioquímico de Hafnia alvei. 

2.- Caracterizar los perfiles plasmidicos en cepas de H.cdvei de distinta 

procedencia y fuente, y establecer pwsibles patrones. 

3.-Determinar si alguno de estos plásmidos o perfiles plasmidicos se 

corresponden con una mayor o menor virulencia en trucha común 

[Scdmo trutta L). 

4.- Investigar si existe alguna interrelación entre resistencia antibiótica 

y presencia de un determinado perfil plasmídico en las cepas 

estudiadas. 
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Revisión bibliosráfica 

n.l . - BflCROBIOLOGIA DE HAFNIA ALVEI 

n.1.1.- TINCIÓN, M O R F O L O G Í A Y M E D I O S D E CULTIVO 

Hafnia alvei en extensiones teñidas por el método de GRAM se 

presenta como un bacilo gram negativo, de 1.0 ^m de diámetro y de 2.0 a 

5.0 nm de largo, no capsulado (MÓLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y 

TAMURA, 1992). La mayoría de los miembros del Género Hafnia son 

móviles por flagelos perítricos a temperaturas entre 25 y SO^C, pero esta 

motilidad se ve anulada cuando cultivamos las cepas de Hafnia alvei a 

350C. La máxima temperatura que permite el crecimiento de Hafnia alvei 

oscila entre 40 y 42oC y no crecen por debajo de los 5<C Es anaerobia 

facultativa y presenta tanto metabolismo respiratorio como fermentativo 

(MÓLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

No existen medios especiales para el aislamiento de Hafnia alvei 

Normalmente para su cultivo se utilizan medios no selectivos o poco 

selectivos que son usados de forma rutinaria para el aislamiento de 

enterobacterias (MÓLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

Dentro de estos medio destacamos el agar MacConkey (Difco), el Xilosa-

Lisina-deoxicolato (XLD) (Difco) y el medio Infusión Cerebro Corazón 

(BHI) (Difco). También se usa en laboratorios clínicos para el aislamiento 

de Hafnia alvei el medio Agar Hektoen Entérico . 

En medios muy selectivos como el £^ar Salmonella-Shigella (SS) 

(Difco) no se consigue el crecimiento en uno de cada 4 intentos de cultivo 

de Hafnia alvei En ^ a r Sulfato-Bismuto Hafnia alvei tampoco crece 

(MÓLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 
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En Agar Nutritivo Hafnia cdvei crece muy bien ciando unas colonias 

que van a ser mayores al tamaño normal, midiendo de 2 a 3 nm de 

diámetro. 

No existen medios enriquecidos para el crecimiento de Hafnia alvei 

Algunas cepas de Hafnia alvei crecen en medios como el Caldo Selenito y 

el Caldo de Tetrathionato, usados para el enriquecimiento de Salmonella 

spp. (MÓLLER, 1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

R. SAKAZAKI y TAMURA (1992) usaron agar Mac Conkey 

adicionado con un 1% de sorbitol para hacer crecer cepas de Hafnia alvei, 

para diferenciarlas de otras bacterias intestinales como E^cherichia 

coü, Klebsieüa, Enterobacter y Serratia, las cuales fermentan el sorbitol 

dando colonias rosas o rojas, cosa que no ocurre en el caso de Hafnia 

alvei 

n.1.2.- PROPIEDADES BIOQUÍMICAS DE HAFNIA ALVEI 

El Género Hafnia se caracteriza por ser bacterias oxidasa negativas 

y catalasa positivas. Reducen los nitratos a nitritos. Se le defme como un 

género que no produce ácido sulfhídrico (H2S) en el Agar Hierro de 

Kligler, pero MÓLLER (1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992) y 

KAUFFMANN (1954, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992) describen a Hafnia 

alvei como productor de H2S al provocar un débil oscurecimiento del 

medio de gelatina con cloruro férrico (KAUFFMAN, 1951, cit. SAKAZAKI 

y TAMURA, 1992), del medio de SIM (Difco) y del medio hierro peptona 

(Difco). EWING (1960, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992) sugiere que ni el 
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medio Agar Hierro de Kligler ni el Agar TSI son medios estándar 

para evaluar la producción de H2S de la Familia Enterobacteriaceae, pero 

lo que si jjermiten con facilidad estos medios es la diferenciación de 

diferentes géneros dentro de esta Familia. Hafnia alvei no produce 

gelatinasa, lipasa ni desoxiribonucleasa. No utiliza el alginato. No 

produce fenilalanina desaminasa. Las pruebas de Usina y omitina 

decarboxilasa son positivas, mientras que la arginina dehidrolasa es 

negativa. La glucosa es fermentada con producción de ácido y gas. 

Producen ácido pero no gas a partir de arabinosa, maltosa, xilosa, 

ramnosa, trealosa, mañosa y glicerina. No producen ácidos a partir de 

sorbitol, raíinosa, sacarosa, inositol y lactosa. Según LE MINOR y 

COYNAULT (1976, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992) Hafrüa alvei puede 

ser lactosa positiva a través de un vector plasmídico. La prueba de rojo 

metilo da positiva a 35oC y negativa a 22oC. El acetilmetilcarbinol es 

producido normalmente a partir de la glucosa entre 22 y 28<>C pero no a 

350C. El crecimiento en el medio KCN (Difco) es positivo. La hidrólisis de 

la esculina es negativa así como la producción de indol. Las 

características generales del Género Hafnia son mostradas en la Tabla 3. 

n.1.3.- DIFERENCIACIÓN DE OTRAS ESPECIES BACTERIANAS Y/O 

GÉNEROS CERCANOS. 

Hafrüa spp. es difícil de diferenciar microbiológicamente de otros 

patógenos comunes en veterinaria. Lesiones septicémicas provocadas por 

Hafiíia spp. en muchas especies son muy similares a las producidas por 

Salnwnella spp. según KELLY (1993) y RIDELL (1987). Infecciones 
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causadas por Salmonella spp. pueden ser particularmente problemáticas, 

debido a que las colonias de Hafnia spp se confunden con las de 

Salmonella spp en los medios rutinarios de ciiltivo causando confusión a 

la hora de determinar la identidad de ese microorganismo (SAKAZAKI y 

TAMURA, 1992). Según EVELAN y FABER (1953) y HARADA y cois. 

(1957) cultivos de Hafnia spp. han sido aglutinados con antígeno O de 

SalmoneUa spp lo cual lleva a error en la identificación. 

Además de la dificultad para diferenciarla de Salmonella, Hafnia 

presenta problemas de diferenciación con otros géneros como 

Enterobacter (E. aerogenes y E. gergoviae) y Serratia spp. (SAKAZAKI y 

TAMURA, 1992). A tales efectos ha demostrado ser 

extraordinariamente útil el sistema de identificación Microscan (Dade 

Microscan, Inic, Sacramento, California) (RODRÍGUEZ y cois., 1999). 
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N.2.-INTER£S DE HAFNZA ALVEI EN ALGUNAS ESPECIES 

ANUÍALES 

Hafnia alvei ha sido descrita durante los últimos años en 

numerosas ocasiones asociada a diferentes cuadros de enfermedad, 

afectando a distintas especies animales como son : 

Aves 

REAL, F y cois. (1997) describen el primer caso de una septicemia 

originada en gallinas ponedoras por Hafnia alvei, con un curso muy 

similar al originado por Salmonella spp, provocando una importante 

bajada en la puesta, pérdida de apetito, opistótonos y muerte. Las 

lesiones microscópicas halladas fueron una hepatitis necrótica 

multifocal e intensa esplenitis.. 

Équidos 

Hafnia alvei ha sido aislada en varias ocasiones asociada a abortos 

en équidos. KUME (1962, cit. SAKAZAKI y TAMURA, 1992) describe un 

caso de aborto equino en el cual Hafnia alvei fue aislada en cultivo puro 

del feto y de la placenta. También se produjo un alto título de anticuerpos 

aglutinantes en la yegua convaleciente. 

XIMENA y cois. (1983) describen el caso de una yegua que aborta 

de forma espontánea al 8° mes de gestación. Al realizar la necropsia del 

feto su aspecto era normal y el examen macroscópico de sus visceras sólo 

reveló en el hígado una pequeña zona blanquecina de unos 5 mm en su 

cara parietal. El examen de la placenta fue totalmente normal. Tanto del 
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feto como de la placenta se logró aislar en cultivo puro Hafrúa cdvei, por 

lo que se la consideró la responsable del aborto. Además en la 

yegua se encontraron gran cantidad de anticuerpos aglutinantes frente a 

Hafrúa alveí 

MUKHERJEE y cois. (1986) describen el caso de una yegua que 

aborta a los 122 días de gestación. El animal presentó descaiga v^ ina l 

durante 13 días y luego abortó. La única bacteria que se aisló e identificó 

de sangre extraída del corazón, líquido amniótico y contenido estomacal 

del feto fue Hafrúa alveí 

Se realizó un ensayo de patogenicidad, usando cuatro ratones, 

inoculando dos ratones vía intraperitoneal con 0.5 mi de un cultivo en 

caldo de peptona de la bacteria aislada, y otros dos como controles. 

Todos los ratones fueron sacrificados a los tres días postinoculación y su 

necropsia no reveló daños macroscópicos aparentes. La bacterioscopia de 

semgre de corazón, bazo, hígado, riñon y pulmón no reveló la presencia 

de bacterias en estos órganos, pero sí el posterior cultivo que permitió el 

aislamiento e identificación de Hafriia alveí 

Rumiantes 

BINDE y HERMANSEN (1982) realizan un estudio en vacas 

afectadas con mastitis y encuentran que además de los agentes comunes 

en las mastitis, se aislan un 25% de Badllus subtüis y un 25% de Hafrúa 

alvei asociados a mastitis de tipo crónico. 

JANSEN y HAYES (1983) describen un cuadro de retraso en el 

crecimiento de la lana de la oveja de raza Merino debida a una infección 
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bacteriana de la dermis por diversas especies del género Eníerobacter y 

por Hafnia alvei, que provocaban iin cuadro de hiperemia e infiltración 

celular en la dermis que retrasaba el crecimiento de la lana. 

SHARMA y cois. (1991) realizaron un estudio sobre un colectivo de 

cabras afectado de pneumonía en diferentes grados y realizaron cultivos 

bacterianos de muestras de pulmón de animales sacrificados, obteniendo 

que Hafnia alvei suponía un 9.83% del total de especies bacterianas 

aisladas de dichas muestras. 

Abejas 

Es una de las especies de las que más se aisla esta bacteria 

relacionada con ejifermedad y muerte. 

GLINSKI y cois. (1994) citan a Hafnia alvei como agente secundario 

de una infección septicémica en abejas. Hafnia alvei fue aislada del 

contenido intestinal, de los tejidos de las abejas afectadas, así como de la 

miel de la colmena. 

KAUKO y GLINSKI (1994) aislaron Hafnia alvei del tracto digestivo 

y tejidos de abejas. Realizaron un ensayo de patogenicidad inoculando un 

cultivo de Hafnia alvei a abejas sanas mediante inyección en el tórax 

provocando un cuadro septicémico con una mortalidad del 90%, y 

reaislando posteriormente Hafnia alvei en cultivo puro de los tejidos de 

las abejas muertas. 

10 
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GLINSKI y cois. (1995) describen un caso de mortalidad en abejas. 

Realizaron cultivos bacterianos de tejidos e intestinos de abejas, 

así como de miel de la colmena identificando a Hafrúa alvei como ^ e n t e 

primario en la infección septicémica en abejas, después de eliminar 

mediantes estudios diferenciales otras enfermedades como infecciones 

virídes, envenenamiento por pesticidas, infestación por Malpighamoeba 

mellificae o Acarapis woodi. 

11 
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n.3.- HAFNIA ALVEI COMO PATÓGENO EN ACÜICÜLTURA. 

GELEV, E y cois. (1990) aislaron una bacteria de un brote 

epizoótico de septicemia hemorrágica en trucha arcoiris, la cual después 

de realizarle pruebas bioquímicas, fagotipia e hibridación del DNA la 

identifican como Hafnia alvei 

TESHIMA y cois. (1992) aislan e identifican Hafnia alvei a partir de 

una lesión en el riñon de un salmón rojo [Oncorhynchus masou), a partir 

de una infección natural, y posteriormente realizaron un estudio de 

patogenicidad para lo cual se inocularon vía intraperitoneal cuatro 

grupos de peces: uno testigo, un segundo de 40 peces de unos 15 grs de 

peso que se inoculó una sola vez, un tercer grupo de 30 peces que se 

inoculó dos veces con una separación de dos semanas entre emibas 

inoculaciones y un cuarto grupo de 30 peces que se inoculó tres veces 

con una separación de de cuatro días. Además de estos cuatro grupos se 

inoculó un grupo de peces juveniles de un peso de unos 60 grs vía 

intraperitoneal con un cultivo puro de Hafnia alvei en cuatro ocasiones a 

intervalos de cuatro días. 

Los ríñones de todos los peces fueron examinados para determinar 

la presencia o no de lesiones después de dos semanas a un mes de haber 

comenzado a mostrar síntomas clínicos. 

Los peces testigo no mostraron ningún s ^ o de enfermedad. Un 

40% de los peces del grupo segundo mostraron signos a los 3 meses de la 

inoculación mientras los peces del tercer grupo mostraron signos de 
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enfermedad a los 32 días de la primera inoculación, y los signos 

fueron evidentes en un 4 1 % de los peces después de los 57 días. Los 

peces del cuarto grupo comenzaron a mostrar signos a partir del día 12 

de la primera inoculación y en un 36% de ellos los signos fueron 

evidentes después de 26 días. En los peces juveniles inoculados la 

incidencia fue de un 15% después de los 41 días de la primera 

inoculación. 

Los signos que mostraron los peces externamente fueron 

oscurecimiento de la superficie corporal, abdomen hinchado y natación 

lenta. No presentaban exoftalmos. Internamente aparecían diferentes 

zonas blanco-grisáceas prominentes en la cara ventral del riñon. 

R O D R Í G U E Z y cois (1998) determinaron las dosis letales 50 de 

siete cepas de Hafnia alvei de distinta procedencia mediante 

inoculaciones intraperitoneales experimentales en trucha común (Salmo 

trutta, L), determinando así las diferencias existentes del grado de 

patogenicidad de las cepas estudiadas, las cuales estuvieron 

comprendidas entre 1.3 x 10^ y 2.5 x 10^ ufc*/ml. En este trabajo resultó 

evidente la susceptibilidad de la trucha común a enfermar en el curso de 

una infección por dicho patógeno. 

*ufc= unidades formadoras de colonias 
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HA.- AGENTES ANTIMICROBIANOS Y FENOBfENOS DE 

RESISTENCIA 

Los agentes antimicrobianos se comportan de diversa manera, y 

así, pueden actuar como bactericidas (producen la muerte del agente 

infeccioso, como son los p-lactámicos, aminoglucósidos, polimixinas, 

quinolonas y nitrofurantoínas) o como bacteriostáticos (inhiben el 

crecimiento bacteriano, como son las tetraciclinas, cloranfenicol y 

similares, macrólidos, sulfamidas y trimetoprim). 

En cuanto a los mecanismos de acción de los agentes 

antimicrobianos, tenemos los siguientes: 

- Inhibición de la síntesis de la pared celulgir en fases diversas de la 

síntesis: p- lactámicos, bacitracina, fosfomicina. 

- Desorganización de la membrana citoplasmática, lo que conduce a la 

desintegración celulsir: polimixinas, anfotericina B. 

- Inhibición de la síntesis de proteínas, por actuar sobre ribosomas; en 

la subunidad 308 las tetraciclinas, en la subunidad 508 el 

cloranfenicol, macrólidos, lincosamidas; y en ambas subunidades los 

aminoglucósidos. 

- Interferencia en la síntesis y /o el metabolismo de los ácidos 

nucleicos: rifampicina, quinolonas y metronidazol. 

14 



Revisión biblioeráfica 

Antimetabolitos que bloquean la síntesis de ácido fólico: sulfamidas 

y trimetoprim. 

n.4.1 MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA 

La resistencia de una bacteria a un agente antimicrobiano puede 

darse por dos mecanismos diferentes, la resistencia natural o la 

resistencia adquirida (PRESCOTT, JF . 1988). 

La resistencia natural, también llamada insensibilidad, se produce 

porque el microorganismo carece del sitio o molécula receptora a la que 

debe fijarse el antimicrobiano para poder ejercer su acción, o porque 

poseen una membrana o una pared celular que impiden el acceso de la 

molécula antibióüca hasta el sitio activo (PRESCOTT, JF . 1988). 

La resistencia adquirida se produce cuando una cepa inicialmente 

sensible, desarrolla un mecanismo que resta actividad a dicho agente. 

Toda resistencia supone la aparición de una modificación genética en la 

bacteria. Inicialmente este cambio aparece en un número reducido de 

bacterias, y en la mayoría de los casos es ajeno a la presencia del 

antibiótico. Pero la acción letal del antibiótico sobre las cepas sensibles 

origina una selección de las resistentes, por lo que su proporción 

aumenta en grado diverso, pudiendo alcanzar una concentración que 

hace ineficaz el tratamiento antibiótico. 
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La resistencia bacteriana a los antibióticos se adquiere por los 

siguientes mecanismos (GARCÍA RODRÍGUEZ, JA. 1987): 

- Mutación cromosómica. 

Consiste en una cambio, ocurrido espontáneamente, en la 

secuencia de nucleótidos de un gen del cromosoma bacteriano, por lo que 

la bacteria desarrolla un mecanismo que le hace resistente al antibiótico. 

Este cambio carece de carácter adaptativo por cuanto aparece al 

azar y, en principio, en ausencia del antibiótico en cuestión. 

- Recombinación o transferencia genética. 

Consiste en la transferencia, de una bacteria a otra, de genes que 

condicionan la resistencia bacteriana a los antibióticos. Esta 

transferencia puede realizarse por procesos de transformación, de 

transducción por bacteriófagos o por conjugación a través de plásmidos o 

trasposones. De estos tres mecanismos, sin lugar a dudas el más 

importante es el mediado por la conjugación a través de plásmidos, que 

llevan en su constitución los genes responsables de la resistencia, de ahí 

que se llamen plásmidos de resistencia o plásmidos R. 
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n.5.- GRUPOS ANTIBIÓTICOS Y SU RELACIÓN CON LOS 

MECANISMOS DE RESISTENCIA BACTERIANA. 

n.5.1.-ANTIBIOTICOS p-LACTABIICOS 

Bajo esta denominación se agrupa un número continuamente 

creciente de antibióticos cuyo origen se remonta a 1928, cuando 

Fleming descubrió que un hongo del género PerücUlium producía una 

sustancia, posteriormente denominada penicilina por él mismo, capaz 

de inhibir el crecimiento de Staphylococcus aureus. La Familia de las 

cefalosporinas se inició en 1948 cuando Botzu obtuvo, a partir del 

hongo Cephalosporium acremonium, material activo frente a 

Staphylococcus aureus. 

Actualmente, penicilinas y cefalosporinas forman el grupo de 

antibióticos más amplio en número y de mayor importancia en el 

tratamiento de las enfermedades infecciosas. Su mecanismo de acción 

es el de alterar la pared celular bacteriana, ya que inhiben la última 

etapa de la síntesis del peptidoglicano. 

Penicilinas 

Las penicilinas se pueden dividir en cuatro grupos en función de 

su actividad antimicrobiana (PRESCOTT, JF . 1988). 

1) penicilinas con actividad máxima frente a bacterias gram 

positivas, pero sensibles a la actividad de las betalactamasas, como es 

el caso de la penicilina G. 
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La resistencia de las bacterias gram positivas, y en particular la 

de Staphylococcus aureus, a la penicilina G, es debida principalmente a 

la producción de betalactamasas mediada por plásmidos. Por el 

contrario, ciertos grupos de bacterias gram negativas, entre los que 

están las enterobacterias, y por lo tanto, Hafhia alvei, poseen una 

resistencia natural a la penicilina G debido a la escasa permeabilidad 

celular y a que carecen de proteínas fijadoras de betalactamasas. En el 

resto de bacterias gram negativas, la resistencia se debe principalmente 

a la producción de betalactamasas mediadas por plásmidos. 

2) Penicilinas resistentes a las betalactamasas, pero inactivas 

frente a las bacterias gram negativas, como son la meticilina y 

oxacilina. 

3) Penicilinas activas fi-ente a bacterias gram p)ositivas y gram 

negativas, pero sensibles a la actividad de la betalactsimasas, cuyo 

mecanismo fundamental es el de producir la hidrólisis de la molécula 

del antibiótico con apertura del anillo p-lactámico y su inactivación 

biológica. La producción de estas P-lactamasas está mediada por 

plásmidos, y así, las existentes con mayor frecuencia son las que de 

acuerdo con su actividad hidrolítica, se clasifican como betalactamasas 

de tipo TEM (descomponen con mayor facilidad a la penicilina G y 

ampicilina, que a la meticilina y cloxacüina). Las betalactamasas de tipo 

OXA son menos frecuentes, e hidrolizan la oxacilina, cloxacüina y 

fármacos emparentados. Dentro de este grupo cabe destacar a la 

ampicilina y a la amoxicilina. 
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CeSedosporinas 

Tienen actividad frente a las bacterias gram positivas, mientras 

que su actividad frente a las gram negativas depende tanto de su 

capacidad para pasar al interior de la célula bacteriana, como para 

resistir a la actividad destructiva de la betalactamasas de estas 

bacterias. 

Las cefalosporinas importantes desde el punto de vista clínico se 

dividen en generaciones (PRESCOTT, JF . 1988). 

1) cefalosporinas de primera generación 

Son activas frente a las bacterias gram positivas, y resistentes a 

la penicilasa de S. aureus. Entre las bacterias gram negativas, son 

sensibles Haemophillus, Pasteurella, Escherichia coli, Proteus mirabüis y 

Salmonella, y su posible resistencia estaria mediada por betalactamasas 

mediadas por plásmidos, mientras que los Géneros Enterobacter y 

Acmetobacter son resistentes debido a la existencia de betalactamasas 

cromosómicas inducibles, A este grupo pertenecen la cefalotina y el 

cefadroxilo. 

2) Cefalosporinas de segunda generación 

Son más resistentes que las de primera generación a las 

betalactamasas de las bacterias gram negativas, siendo generalmente 

sensibles a las especies de Proteus indol positivo y frente a las especies 

del Género Enterobacter, así como también frente a aquellas bacterias 

que son sensibles a las cefalosporinas de primera generación. No son 

activas frente a la mayoria de especies de Acmetobacter ni frente a 
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Serratia. Pertenecen a este grupo el cefamandol, la cefoxitina y 

cefuroxime. 

3) cefalosporinas de tercera generación 

Se caracterizan por ser algo menos activas frente a las bacterias 

gram positivas, pero extraordinariamente activas frente a las bacterias 

de la Familia Enterobacteriaceae. La cefoperazona es sensible a las 

betalactamasas de tipo TEM de las Enterobacterias. La sensibilidad a 

cada una de las cefalosporinas de tercera generación se debe 

determinar por separado, ya que todas ellas tienen distinto grado de 

actividad frente a los distintos géneros y especies bacterianas. 

Pertenecen a este grupo la cefotaxima, la cefoperazona y cefquinome. 

Diversos autores han descrito plásmidos que codifican 

resistencia a las cefalosporinas junto con la de otros antibióticos como 

los aminoglucósidos (VLIEGENTHART, JS . 1989). 

n.5.2.- ABONOGLUCOSIDOS 

Los aminoglucósidos constituyen un grupo de antibióticos de 

gran importancia en el tratamiento de las enfermedades infecciosas, 

fundamentalmente por su acción sobre enterobacterias y otras 

bacterias gram negativas. 
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El primero que se obtuvo fue la estreptomicina, a partir del 

Streptomyces griseus. De otras cepas de Streptomyces se obtuvieron la 

neomicina y kanamicina, mientras que la gentamicina fue aislada de 

diferentes especies del Género Micromonospora (ESPLUGES, 1981). La 

amikacina es un derivado por modificación química de la kanamicina. 

En cuanto a su mecanismo de acción, se basa en la inhibición de la 

síntesis proteica al interactuar sobre las subunidades 308 y/o SOS. 

El mecanismo de resistencia bacteriana más importante a los 

aminoglucósidos se produce por la síntesis de enzimas bacterianas que, 

al modificar la estructura química de los aminoglucósidos, reducen su 

actividad antibacteriana (FOSTER, TJ. 1983). La información genética 

necesaria para la síntesis de estas enzimas está contenida en 

plásmidos, transmitiéndose por conjugación a las bacterias gram 

negativas (BRYAN, LE. 1984). 

En el caso de la estreptomicina, la resistencia plasmídica es con 

frecuencia una resistencia múltiple y suele ir ligada a los genes de 

resistencia a las sulfamidas, ampicilina y tetraciclinas (BROWN, AW. y 

cois., 2000). 

WIENER, J . y cois. (1999), encontraron un plásmido conjugativo 

de 54 kilobases que confería a cepas de Klebsiella y Escherichia coli 

resistencia antibiótica frente al trimethoprim y a la gentamicina. 
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n.5.3.- TETRACICLINAS 

La primera de ella, la clortetraciclina, fue obtenida en 1948 a partir 

del Streptomyces aurofadens. En 1950 se aisló de Streptomyces rimosus la 

oxitetraciclina. 

En cuanto a su mecanismo de acción, las tetraciclinas inhiben la 

síntesis de proteínas bacterianas al fijarse a la subunidad ribosómica 

308. Muchas bacterias gram negativas no entéricas son sensibles, pero 

Pseudomonas aeruginosa y las enterobacterias suelen ser resistentes. 

El sistema de resistencia bacteriana es debido a la alteración en 

el transporte activo del antibiótico en el citoplasma bacteriano. Esta 

resistencia está mediada por plásmidos (MAYER, KH. y cois. 1997). 

BHALLA, P. y cois. (1998) en un estudio sobre Neisseria 

gonorrhoeae encuentra un plásmido de 25.2 Mdaltons que codifica la 

resistencia a la tetraciclina 

RIVERA, MJ. y cois. (1984) , así como KOTARSKI, SF. y cois. 

(1986) hacen referencia a la existencia de plásmidos que codifican la 

resistencia antibiótica de tetraciclinas junto a aminoglucósidos. 

n.5.4.- FENICOLES 

El cloranfenicol se aisló inicialmente de una cepa de Streptomyces 

venezuelae en 1947, aunque hoy en día se obtiene mediante síntesis 
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química. Su mecanismo de acción es fijarse a la subunidad SOS del 

ribosoma tras penetrar por difusión facilitada en el citoplasma 

bacteriano. 

El mecanismo de resistencia bacteriana más importante es la 

elaboración de enzimas acetiltransferasas inactivantes, siendo un 

mecanismo extracromosómico mediado por plásmidos (MAYER, KH. 

1997). 

U.5.5.- BSACROLIDOS 

Inhiben la síntesis de proteínas de las bacterias al unirse a la 

subunidad SOS del ribosoma bacteriano. 

La aparición de resistencias se debe a diferentes mecanismos, 

como son: 

- Muchas bacterias (enterobacterias) son intrínsecamenete 

resistentes a la eritromicina debido a la dificultad de este antibiótico, una 

base débil, para atravesar la membrana extema de la pared bacteriana. 

- Mutación cromosómica que induce alteraciones en el sitio de 

fijación de la subunidad SOS. 
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- Alteraciones en el ARN ribosómico de la subunidad SOS, 

mediadas por la transferencia de plásmidos que contienen el gen de una 

ARN-metüasa. 

n.5.6.- TRIMETOPRIM 

Su mecanismo de acción es el de impedir la síntesis del ácido 

tetrahidrofólico. Su asociación a las sulfamidas produce un efecto 

sinérgico y bactericida. Se ha señalado que la resistencia de los 

organismos al trimetoprim es cada vez mayor, sobre todo en 

Enterobacteriacea (PRESCOTT, JF. 1988). La resistencia al trimetoprim 

está codificada por el trasposón Tn7 de origen plasmídico o cromosómico, 

aunque estudios recientes también lo achacan a un plásmido 

conjugativo de 150 Kb que codifica multiresistencia al trimetoprim y a la 

estreptomicina, según DALSGAARD, A (2000) en un estudio realizado en 

Vibrio cholerae OÍ. 

n.5.7.- QUINOLONAS 

Desde la aparición del primer miembro de este grupo en 

1962, el ácido nalidíxico, obtenido por síntesis a partir de la cloroquina, 

su importancia se ha ido incrementando de forma paralela al 

descubrimiento o síntesis de nuevos compuestos como son el ácido 

oxolínico y el flumequine, y, más recientemente, la enrofloxacina y 

marbofloxacina. 
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Las quinolonas actúan interfiriendo en la síntesis del ADN al 

bloquear la reacción de superenrrollamiento dependiente del ATP y 

catalizada por la girasa. 

Las resistencias que presentan las bacterias frente a este grupo de 

quimioterápicos son cruzadas entre las de primera generación, y parece 

serlo también entre las fluorquinolonas entre sí. La base genética de 

estas resitencias no es plasmídica sino cromosómica. 
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n.6.- INTERACCIÓN DE HAFMA ALVEICOH LOS ANTIBIÓTICOS 

REUTER, G y cois, en 1979 analizaron varias cepas de Hafhia 

alvei procedentes de cerdos y encontraron altos niveles de resistencias 

antibióticas a la ampicilina (72%), cefalosporinas, sulfamidas (50%), 

estreptomicina (62%) y tetraciclinas, mientras que el nivel de resistencia 

frente al cloranfenicol, la kanamicina y la gentamicina estaban por 

debajo del 10%. 

GEDEK, W. en 1984 en un estudio sobre las resistencias 

antibióticas de cepas de Hafnia alvei productoras de mastitis, encontró 

que ninguno de sus aislamientos fue resistente a la gentamicina. Por el 

contrario, encontró algunas cepas resistentes a la polimixina B, al 

trimethoprim y a la neomicina. 

VÁZQUEZ-MORENO y cois, en 1990 durante un estudio 

bromatológico realizado en pollos encontraron cepas de Hafnia alvei 

resistentes a la penicilina, tetraciclina y estreptomicina. 

KRIEG, NR. y SNEATH, PH. (1994) describen Hafhia alvei como 

una bacteria eminentemente sensible a la estreptomicina, tetraciclina, 

polimixina B y ácido nalidíxico, pero resistente a las cefalosporinas y 

ampicilinas. 

GLINSKI y cois, en 1995 analizsiron las resistencias antibióticas 

de varias cepas de Hafhia alvei de varios brotes epidémicos ocurridos en 

Finlandia, Italia y otros países, que afectaron a colonias enteras de 

abejas con mortalidades que oscilaron entre el 33% y el 98%, eviden-
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ciándose que carecían de resistencia antibiótica a la estreptomicina, 

tetraciclina, polimixina B y ácido nalidixico. 

n.7.- LOS PLASBODOS EN LAS BACTEIUAS: FUNCIONES 

Los plásmidos son elementos genéticos extracromosómicos que 

presentan una replicación autónoma, es decir, independiente del 

cromosoma bacteriano. A pessir de que no se consideran esenciales para 

las células portadoras ya que no aportan funciones vitales, sí lo son 

bajo determinadas condiciones. Los tipos de plásmidos existentes son 

los plásmidos de fertilidad o factores de fertilidad, los plásmidos de 

resistencia o plásmidos R, los plásmidos metabólicos, los plásmidos 

crípticos, los plásmidos col o factores col y los plásmidos de 

patogenicidad (GARCÍA RODRÍGUEZ, JA. 1987). 

Los factores sexuales contienen los genes necesarios para que se 

lleve a cabo la conjugación. El fenotipo asociado a la presencia de estos 

plásmidos es la habilidad que confiere a la cepa portadora de actuar, 

durante la conjugación, como donadora de marcadores del cromosoma 

bacteriano. 

Los plásmidos metabólicos están implicados en la degradación de 

compuestos orgánicos complejos. Algunos como los plásmidos NAH 

(degradación del naftaleno) son conjugativos, mientras que otros como 

el OCT(n-octano) no son conjugativos. Los plásmidos crípticos son 

pequeñas moléculas de ADN circular y sin función conocida. Su tamaño 
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oscila entre 1 Mdal y 6 Mdal. Los plásmidos o factores col portan la 

información genética de las bacteriocinas {proteínas de determinadas 

bacterias letales para otras del género o semejantes). 

n.7.1.- PLÁSMIDOS DE RESISTENCIA 

Conocidos también como plásmidos R, presentan determinantes 

genéticos responsables de la resistencia de ciertas bacterias. Los 

plásmidos de resistencia se encuentran ampliamente distribuidos entre 

distintos géneros y su frecuencia y características dependen 

normalmente de la localización geográfica. Su importancia aumenta 

cuando estos plásmidos R son conjugativos y causan muchas veces 

fallos en la terapia antimicrobiana con antibióticos. (GARCÍA 

R O D R Í G U E Z , J A . 1987). 

El uso intensivo e indiscriminado de antibióticos selecciona la 

población resistente de la flora normal. Esta puede transferir sus 

plásmidos R a algún microorganismo patógeno. Los antibióticos 

facilitan esta transferencia porque propician un medio ambiente en el 

que sólo las bacterias resistentes a los fármacos pueden desarrollarse. 

A su vez, destruyen la mayor parte de la flora normal del intestino y 

aumentan su capacidad de invasión por otras bacterias, y también 

pueden provocar unas condiciones de pH y oxigenación en el interior 

del intestino que favorecen una mayor frecuencia de conjugación y 

transmisión de plásmidos (GARCL\ RODRÍGUEZ, JA. 1987). 
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n.7.2.- PLASBODOS DE PATOGENICIDAD 

Lx)s plásmidos de patogenicidad determinan una mayor 

patogenicidad en ciertas bacterias. Las publicaciones que hacen 

referencia a la existencia de plásmidos de patogenicidad en los 

microorganismos son múltiples y de todo tipo, encontrándose en un 

amplio abanico de especies bacterianas. Por otro lado, su actividad la 

desarrollan de muy diversa manera según los casos. 

SMITH, HW. (1974) descubrió un plásmido conjugativo en 

Escherichia coli (Col V) que codificaba la producción de una toxina, la 

colicina V, que facilita la adherencia de la bacteria a la mucosa 

intestinal. Más tarde, ZINK y cois. (1980) encontraron este mismo 

plásmido en Yersinia enterocolitica. 

El plásmido pJMl de 50 Mdalton presente en Vibrio anguülarum 

le confiere a la cepa portadora una mayor virulencia al codificar un 

mayor secuestro de hierro (CROSA y cois., 1977). 

GEMSKI y cois. (1980-a) describen un plásmido asociado a la 

producción de los antigenos V y W, así como a la patogenicidad en 

Yersinia pseudotuberculosis. Estos mismos autores describen un 

plásmido de 42,2 Mdalton asociado a la patogenicidad de Yersinia 

enterocolitica. (GEMSKI y cois. 1980-b). 

Las cepas de Salmonella dublin que contiene un plásmido de 50 

Mdaltons, son de 100 a 1000 veces más virulentas para ratones de 
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laboratorio que las cepas que no lo tienen TERAKADO y cois. (1983), 

mientras YAMAMOTO y YOKOTA (1983) han descrito 3 plásmidos 

presentes en cepas de E.coli enterotoxigénicas, como es el pJYll de 42 

Mdaltons de peso molecular, que codifica la producción de una 

enterotoxina. 

PARDON y cois. (1986) han descrito que la virulencia en 

Salmonella typhimurium está asociada a un plásmido de 60 Mdaltons, 

cuya presencia es necesaria para que se produzca la colonización de 

hígado y bazo en inoculaciones experimentales en ratones. 

NASSIF y cois. (1989) encuentran en sus estudios, que el 

plásmido de 180 Kb presente en Klebsiella pneumoniae es un claro 

factor de virulencia que actúa codificando el fenotipo mucoso de las 

colonias. 

TULLY (1991) descubrió la existencia de un plásmido de 36 

Mdaltons que confiere un mayor poder patógeno en cepas de Legionella 

pneumophüa, mientras que en algunas cepas de E.coli, TOTH y cois. 

(1990) hallaron un plásmido de 60 Mdaltons que confiere una mayor 

adherencia en las células intestinales, por lo que aumenta su poder 

patógeno al facilitar la invasión. 

También se han descrito los efectos de iin plásmido de 50 Kb, 

pKDSCSO, en Salmonella choleraesuis, necesario para la aparición de 

una fase septicémica en ganado porcino, tras una inoculación 

intravenosa (DANEARA y cois., 1992). 
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HALAVATKAR, H y cois. (1993) encontraron un plásmido de 

54 Kb determinante de los mecanismos de patogenicidad de Salmonella 

enteritidis en u n experimento de inoculación en ratones. 

GIGUERE S, y cois. (2000) describen la existencia de un 

plásmido en Rhodococcus equi de peso molecular 85 Kb como el 

causante de neumonía en caballos jóvenes y personas 

inmunodeprimidas al codificar la producción de una proteína altamente 

inmunoreactiva. 

BACON (2000) encontró que el plásmido pVir proporcionaba una 

mayor patogenicidad a una cepa de Campylobacter jejuni, mientras que 

El plásmido pVMOl de E.coli es necesario para la colonización del tracto 

respiratorio de las aves (GINNS y cois., 2000). 
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lU.l . - BCATERIAL Y MÉTODOS GENERALES 

m.1.1 . - CEPAS UTILIZADAS EN EL ESTUDIO. 

Las cepas de Hafhia alvei utilizadas en este trabajo fueron 20, 9 

pertenecientes a colecciones privadas de laboratorio, 9 a la colección 

polaca de cultivos tipo (Le Minor) y dos a la colección americana de 

cultivos tipo (ATCC), que proceden de fuentes diferentes como puede 

comprobarse en la Tabla 1. En la misma se reflejan igualmente su origen, 

año de aislamiento y la referencia completa de su donante y/o vendedor. 

m.1.2. - BIANTENIMIENTO Y CONSERVACIÓN DE LAS CEPAS 

Para el mantenimiento y conservación de las cepas en el 

laboratorio, se usó el medio de cultivo Agar Mac Conkey (Laboratorios 

Difco, Detroit, Michigan). Los medios fueron incubados durante 24 horas 

a 37°C. Las cepas aisladas en cultivo puro se resuspendieron en Tiyptone 

Soy Broth (TSB) (Laboratorios Cultimed, Monteada i Reixac, Barcelona, 

España) adicionado con un 15% de glicerol y congeladas a -80°C para su 

conservación. 

m.1.3.- BSETODOS DE LABORATORIO 

m . 1.3.1.- BIETODOS BnCROBIOLOGICOS 

Las cepas fueron sometidas para su identificación a pruebas 

bioquímicas convencionales en tubo y placa (SMIBERTy KRIEG, 
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1981) y sistemas miniaturizados (API 20E) (BioMérieux, Madrid, España). 

Las identificaciones mediante los métodos convencionales se realizaron 

en colaboración con la Unidad de Microbiología de la Facilitad de 

Ciencias de la Universidad de Vigo (Orense). 

Estas pruebas se utilizaron para clarificar e identificar las cepas 

objeto de estudio, con la finalidad de distinguir H. alvei de otras 

bacterias taxonómicamente cercanas como Salmonella spp. , Serratia 

spp. , Edwarsiella spp. y Yersinia ruckeri, tanto a la llegada de las cepas 

al laboratorio, como en el caso de recuperar las cepas tras la inoculación 

experimental en trucha común. 

Se aplicaron un número de pruebas reducidas pero "suficientes" 

para garantizar este hecho, e igualmente nos ayudamos de las galerías de 

identificación API 20E. 

1) Tinción de Gram 

Realizada según el método descrito por GERHARDT, P. (1993). 

Reactivos: 

Solución de cristal violeta 

Solución de iodo-iodurada 

Decolorante 

Solución de safi'anina 
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Método: 

Se hace un frotis delgado del material a estudiar y se deja secar al 

aire. Cuando se aplica con una bacteria cultivada es necesario que el 

cultivo sea joven para evitar una interpretación errónea. 

Se fija el material en el portaobjeto pasándolo 3 ó 4 veces a través 

de la llama de un mechero Bunsen de modo que el material no sea lavado 

durante el procedimiento de tinción. Se coloca el frotis sobre un soporte 

para tinción y se cubre la superficie con solución de cristal violeta. 

Después de 1 minuto, se lava con agua destilada. Se cubre el fi-otis con 

solución de iodo-iodurada de Gram durante 1 minuto. Se lava 

nuevamente con agua destilada. Se cubre la superficie con unas gotas de 

decolorante de alcohol hasta que no se desprenda más color violeta 

(habitualmente durante unos 15 segundos). Se lava con agua destilada 

nuevamente. Se cubre con el colorante de contraste, safi"anina, durante 

15 segundos y se lava. Por último, se seca el fi-otis al aire. 

Interpretación: 

Se examina el fi-otis teñido, con aceite de inmersión con el objetivo 

lOOx del microscopio. Las bacterias gram positivas se tiñen de color azul 

oscuro y las bacterias gram negativas se ven de color rojo - rosado. 

2) Determinación de la tinción mediante KOH 

Esta prueba es un sistema no tintorial utilizado para confirmar la 

tinción de gram con relativa rapidez. Se tratan las bacterias con hidróxido 

de potasio al 3%. Con este tratamiento se rompen las paredes de las 

bacterias gram negativas, apareciendo masas filantes viscosas. 
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Método: 

Se suspende en un asa material tomado de la colonia en estudio en 

una gota de solución de KOH al 3%, colocada previamente sobre la 

superficie de un portaobjetos de vidrio. Se agita la suspensión 

continuamente durante 60 segundos, luego se retira el asa con suavidad. 

Interpretación: 

Al cabo de unos segundos si las bacterias son gram negativas se 

habrá roto su pared y aparecerá un material cromosomal viscoso que 

transforma la suspensión en una masa espesa. Si las bacterias son gram 

positivas no hay camibio en la viscosidad del hidróxido de potasio. 

3) Movilidad 

Por observación directa de una suspensión muy diluida de la 

bacteria en solución salina fisiológica estéril. Se utiliza aceite de 

inmersión y el objetivo lOOx del microscopio. Debemos tener 

preparaciones fi-escas a partir de un cultivo en fase exponencial (24 

horas) a la temperatura adecuada para interpretar esta prueba. Hay que 

tener la precaución de diferenciar el movimiento brownniano que siempre 

estará presente. 

4) Citocromo-Oxidasa 

Determina la presencia de la enzima citocromo oxidasa según el 

método de KOVACS (1956). 

Reactivo: 

Se utiliza el reactivo: dihidrocloruro de N'N'N'N'- tetrametil-p-

fenilendiamina (Sigma Chemical Co. , St. Louis, Mo.) al 1% en agua 
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destilada estéril. Se colocan dos gotas del reactivo en un trozo del papel 

de filtro, y una porción de colonia se ft-ota sobre él con un asa de platino. 

Se espera reacción con cambio de color. 

Interpretación: 

Reacción positiva: Color azul oscuro en el lugar de la inoculación, 

al cabo de 5-10 segundos. 

Reacción negativa: No hay cambio de color. 

5) Catalasa 

Permite comprobar la producción de la enzima catalasa p)or parte 

de la bacteria, que descompone el peróxido de hidrógeno (H2O2) en 

oxígeno y agua. 

Método: 

Sobre un portaobjetos de vidrio limpio, con una asa de siembra se 

recoge el centro de la colonia pura en un cultivo de 18-24 horas de 

incubación. Se agrega una gota de peróxido de hidrógeno al 3% con un 

gotero o una pipeta de Pasteur (no invertir el orden, pues pueden dar 

resultados falsos positivos). 

Interpretación: 

Reacción positiva: inmediata formación de burbujas (liberación de 

gas: O2). 

Reacción negativa: No formación de burbujas de gas. 

Nota : La producción de unas pocas burbujas formadas después de 20 a 

30 segundos no se considera un resultado positivo. 
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6) Oxidación-Fermentación de azúcares 

Para evaluar la producción de ácido a partir de los diferentes 

azúcares se emplea el medio basal de Hugh-Leifson (SMIBERT y KRIEG, 

1981) suplementándolo con un 1% (P/V) del azúcar a probar. 

Se investigó la oxidación y fermentación de la glucosa, y solamente 

la producción de ácido del resto de azúcares y polialcoholes. Los azúcares 

utilizados fueron: glucosa, arabinosa, meliobiosa, sacarosa, amigdalina y 

ramnosa. Los polialcoholes utilizados fueron : sorbitol, manitol e 

inositol. 

Para el caso de la glucosa se sembraron por picadura dos tubos, 

sellándose uno de ellos con parafina estéril en los casos en los que se 

estudió la fenjientación. Para el resto de los azúcares y polialcoholes, sólo 

se sembró un tubo por medio de un asa de picadura. La incubación se 

realiza hasta una semana a 37°C, pero la mayoría de las reacciones se 

produjeron entre las 24-48 horas de incubación. 

Interpretación: 

Reacción positiva: viraje a color amarillo 

Reacción negativa: sin cambio. 

Determinaciones O/F de la glucosa: 

Fermentación: reacción positiva en tubos con parafina 

Oxidación: viraje en el tubo sin {Darafína 

Ni oxidación, ni fermentación: ausencia de viraje. 
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Medio basal de Hugh-Leifson 

Composición: 

Triptona 

Extracto de levadura 

Azul de bromotimol 

Cloruro sódico 

Agar 

Agua destilada 

10 g 

I g 

0.03 g 

10 g 

2,5 g 

1000 mi 

Preparación: 

Tras esterilizar a 121°C durante 15 minutos se adiciona al medio 

una solución del azúcar esterilizada por filtración hasta alcanzar una 

concentración del 1%. 

7) Decarboxilación de aminoácidos 

Para realizarla usamos el Caldo de Moeller (Difco) (MOELLER, 

1955, cit. SEELEY, HW y cois., 1991) suplementado con los aminoácidos 

L-arginina, L-lisina y L-omitina (en forma de clorhidratos) a una 

concentración final del 1%. La reacción tiene lugar en anaerobiosis por lo 

que los tubos inoculados se cubren con una capa de parafina estéril y se 

incuban de 48 horas a 1 semana antes de interpretar una reacción como 

definitivamente negativa. 

Interpretación: 

Reacción positiva: Se observa la aparición de un color violeta que 

indica la alcalinización del medio. 

Reacción negativa: aparece una coloración amarilla que indica 

acidificación, o bien no existe cam^bio de color. 
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8) Producción gas a partir de la glucosa 

Se utiliza el caldo de Hugh-leifson adicionado con un 1% de 

glucosa (SMIBERT y KRIEG, 1981) y colocando una campana de Durham 

antes de su esterilización en autoclave. 

Interpretación producción de ácido: 

Reacción positiva: aparición de color amarillo en el medio 

Reacción negativa: ausencia de viraje 

Interpretación (producción de gas): 

Reacción positiva: aparición de una burbuja de gas en la campana 

de Durham. 

Reacción negativa: ausencia de gas en la campana de Durham. 

Caldo de Hugh-leifson 

Composición: 

Triptona 

Extracto de levadura 

Azul de bromotimol 

Cloruro sódico 

Agua destilada 

10 g 

I g 

0.03 g 

10 g 

1000 mi 

Preparación: 

El caldo se reparte en tubos conteniendo campanas de Durham. 

Tras esterilizar a 121°C durante 15 minutos se adiciona al medio una 

solución de glucosa esterilizada por filtración hasta alcanzar una 

concentración del 1%. 

39 



Material y Métodos 

9) Utilización del Citrato 

El medio usado para esta prueba es el Citrato de Simmons (Difco). 

El medio lo inoculamos mediante picadura y lo incubamos 24-48 horas a 

37°C. El color que presenta el medio sin inocular es verde. 

Interpretación: 

Reacción positiva: el medio se vuelve de color azul. 

Reacción negativa: el medio continúa verde. 

10) Reacción de Voges-Prokauer 

Esta prueba permite determinar la capacidad de algunos 

organismos de producir un producto final neutro, el acetilmetilcarbinol 

(acetoína), a partir de la fermentación de la glucosa. El medio empleado 

es el Caldo Rojo de Metilo-Voges Proskauer (Difco). 

Se inoculan los tubos con cultivo puro de 18-24h, con un inoculo 

poco denso, se incuban 24 horas a 37°C, después se agregan dos o tres 

gotas de los reactivos I y II de Voges-Proskauer directamente, y se espera 

unos 10 minutos antes de leer la reacción. 

Reactivos: 

Reactivo I (agente oxidante): 

Hidróxido potásico 40 g 

Agua destilada 100 mi 

Reactivo II (intensificador de color): 

a-naftol 5 g 

Etanol 100 mi 
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Interpretaciones 

Reacción positiva: color rojo rosado en la superficie del medio 

(presencia de acetoina). 

Reacción negativa: color amarillo en la superficie del medio (el 

mismo color del reactivo). Puede formarse un color cobrizo, pero 

aún así la reacción es negativa, esto es debido a la acción de los 

reactivos al mezclarse. 

11) Producción de Indol 

La cepa a estudiar se suspende en Caldo de Triptona al 1% (Difco), 

al cual, a las 24 horas de incubación a 37°C, le añadimos unas gotas del 

reactivo de Kovacs (KOVACS, 1956). 

Interpretación: 

Reacción positiva: formación de un anillo rojo en la superficie del 

medio. 

Reacción negativa: no se produce color en la superficie, toma el 

color del reactivo de Kovacs (rosado claro). 

12) Reacción de la ureasa 

Se cultivan las cepas en un caldo base de urea (Cultimed) 

Interpretación: 

Reacción positiva: Color rojo rosado intenso 

Reacción negativa: No se produce cambio de color. 
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13) Hidrólisis de la esculina 

Para la realización de esta prueba usamos el medio TSA (Cultimed) 

suplementado con esculina al 0,l%(Difco) y citrato férrico al 0,5%. 

Interpretación: 

Reacción positiva: cuando se observa un halo negro o marrón 

alrededor de las colonias en la placa de agar. 

Reacción negativa: ausencia de ennegrecimiento del medio. 

14) Prueba de la ONPG (O-nitrofenü-p-galactósido): 

Las bacterias que fermentan la lactosa poseen p-Galactosidasa y 

lactosa permeasa, dos en2ámas necesarios para la producción de ácidos 

en la prueba de fermentación de lactosa. La permeasa es necesaria para 

que la molécula de lactosa ingrese en la célula bacteriana, donde la p-

Galactosidasa, rompe la molécula de ONPG en dos residuos, galactosa y 

ortonitrofenol. 

Esta prueba no es un sustituto de la fermentación de la lactosa, 

porque sólo mide la producción de la enzima p-Galactosidasa. Se utilizan 

tubos con solución salina estéril, agregando 1 disco de ONPG (Oxoid, 

Basingstoke, Hampshire, RG24 8PW, England) al tubo con la solución 

salina más el inoculo bacteriano. Se incuba a 37°C durante 24h. 

Interpretación 

Reacción positiva: Color amarillo 

Reacción negativa: Incoloro 
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15) Prueba de reducción de nitratos 

Los microorganismos que reducen los nitratos a nitritos tienen la 

capacidad de extraer oxígeno de los nitratos para formar nitritos y otros 

productos de reducción. Mediante esta prueba se determina la capacidad 

de la bacteria para reducir los nitratos a nitritos o nitrógeno libre. Como 

medio de incubación se usa el Caldo Nitrato (Difco). Los tubos se 

inoculan con la bacteria y se incubaron a 37°C durante 24 horas. Al 

terminar la incubación, se agregan unas gotas de cada uno de los 

reactivos 1 y II al medio base, y en ese orden. 

La aparición de color rojo oscuro antes de los diez minutos 

posteriores a la adición de los reactivos indica la presencia de nitritos y 

representa una reacción positiva. Si no aparece color después de añadir 

los reactivos, puede indicar que los nitratos no han sido reducidos (una 

verdadera reacción negativa) o que han sido reducidos a otros productos 

como amoníaco, nitrógeno molecular, óxido nítrico u óxido nitroso e 

hidroxilamina. Dado que los reactivos de prueba detectan sólo nitritos, 

este último proceso llevaría a una lectura falso negativa. 

Reactivos 

Reactivo I: 
a-Naftilamina 5 g 
Acido acético 5N 1000 mi 

Reactivo II: 
Ácido sulfanílico 8 g 
Acido acético 5N 1000 mi 

Reacción positiva: Color rosado a rojo intenso. 

Reacción negativa: No desarrolla color. 
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16) Gelatinasa. 

La actividad proteolítica gelatinasa se determina usando un medio 

basal suplementado con un 1% de gelatina (Sigma). Se siembra la 

bacteria en placas con el medio de gelatina y se deja incubar a 37°C 

durainte 3-5 días.Posteriormente se introduce el cultivo en la nevera 

durante 15 minutos y se añade el reactivo de la gelatinasa (cloruro de 

mercurio al 15% en una solución de ácido clorhídrico al 20%). 

Interpretación: 

Reacción positiva: se producen halos de licuefacción del medio. 

Reacción negativa: no aparece halos de licuefacción 

Medio basal para la detección de actividad gelatinasa 

Composición 
Peptona 
Extracto de levadura 
Cloruro sódico 
Agar 
Agua destilada 
pH= 7.2 

4 g 
I g 
10 g 
15 g 
1000 mi 

Se esteriliza a 121°C durante 15 minutos. 
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m . 1.3.2 IDENTIFICACIÓN BSEDIANTE SISTEMA API 20E 

Las galerías API constan de 20 microtubos que contienen los 

susti*atos deshidratados. Cada microtubo se inocula con una suspensión 

bacteriana obtenida por la suspensión de una colonia de un cultivo puro 

y reciente (24 horas) de la bacteria a identificar, en 5 mi de solución 

salina fisiológica estéril. Durante la incubación el metabolismo de la 

bacteria produce cambios de color espontáneos, o bien estos ocurren al 

añadir los reactivos específicos de lectura. 

El sistema API utilizado en este trabajo ha sido el específico para 

Enterobacterias, denominado API 20E (BioMerieux), grupo al que 

pertenece Hafnia alvei (SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

La utilización de las galerías API 20E en nuestro estudio se hizo 

para comparar, y corroborar en su caso, los resultados de identificación, 

con respecto a la metodología clásica, de las cepas que recibimos en el 

laboratorio, y, colonias aisladas a partir de la siembra en riñon de los 

animales muertos después de la inoculación experimental en trucha 

común para la determinación de su DL6o. 

Para la preparación y lectura de una galería API 20E, han de 

seguirse los siguientes pasos: 

Acondicionamiento de la galería 

Se saca la galería del reñigerador (se conservan entre 2 y 8°C), se 

deja que alcance la temperatura ambiente. 
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Se prepara una cámara de incubación con su tapa y a 

continuación se reparten 5 mi de a^gaa. destilada estéril en los alvéolos 

del fondo de la cubeta para proporcionar una atmósfera húmeda diirante 

la incubación. De forma paralela, se debe realizar la prueba de la oxidasa 

y la movilidad a partir del cultivo a identificar, y se adjuntan los 

resultados en la hoja de identificación correspondiente. 

Preparación del inoculo 

A partir de una colonia crecida en un medio general, MacConkey 

(Difco) se prepara un inoculo tal que su absorbancia sea 

aproximadamente 0.5 en la escala MacFarland. Con ello lo que se 

consigue es la uniformidad en la cantidad de inoculo que se emplea 

después para comparar los resultados, y que estos no se vean influidos 

por la cantidad de bacterias con que se prepara la suspensión. 

Inoculación de la galería. 

Cada microtubo consta de una sección tubular y una cúpula. Se 

inclina la cubeta de incubación y se llena la parte tubular del microtubo 

con la suspensión bacteriana colocando la punta de la pipeta contra el 

lado de la cúpula. Se llena la sección tubular y la cúpula de los 

microtubos que aparezcan de la siguiente manera: ej. I CITI. Después de 

inocular, se llenan completamente con aceite de parafina, las cúpulas de 

los microtubos que aparezcan subrayados de la siguiente manera: ej. 

URE. 

Incubación de las galerías. 

La incubación de las galerías depende del sistema API utilizado. En 

el caso del sistema API 20E la incubación se realiza a 37°C durante 18 a 

24 horas. 
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Lectxira de la galería. 

La lectura de la galería debe hacerse si el microtubo de la glucosa 

es positivo y/o 3 ó más pruebas son positivas. Se anotan en la hoja de 

resultados las reacciones espontáneas y se efectúa el revelado de las 

pruebas que requieren reactivos: producción de acetoína, triptófano 

desaminasa, producción de indol y reducción de nitratos a nitritos y/o 

nitrógeno libre. Si la galería no tuviese lectura a las 24 horas de 

incubación sé reincuba 24 horas más y se procede luego a su lectura. 

En la hoja de resultados las pruebas están separadas en grupos de 

tres y un valor de 1, 2 ó 4 está indicado para cada una. Sumando los 

valores correspxDndientes (1,2 ó 4) de las pruebas positivas para cada 

grupo se obtiene un código de 7 cifras que se interpreta en el API 20E 

Index, permitiendo la identificación concreta, y asignando un nivel de 

fiabilidad a dicha interpretación (baja discriminación, aceptable, buena, 

muy buena o excelente). 
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m . 1.3.3.- LISIS DE LA BACTERIA POR EL FAGO 1672 

Con esta prueba fueron evaluadas todas las cepas de H. alvei al 

comenzar este estudio según el método descrito por GUIÑEE y 

VALKENBURG (1968). Esta prueba nos permite diferenciar claramente 

Hafiíia alvei de otras enterobacterias que bioquímicamente son muy 

parecidas a esta como son Salmonella spp., Yersinia spp., Klebsieüa spp. y 

Enterobacter spp., y es la única prueba que nos permite diferenciar H. 

alvei de otras bacterias similares con absoluta garantía. 

Método de realización 

Partimos de los cultivos en fase exponencial de las cepas a 

estudiar. Además tenemos el bacteriófago 1672 (ATCC) liofilizado, lo 

resuspendemos en 5 mi de medio líquido Tripticasa Soja (TSB, Difco) y 

realizamos diluciones seriadas hasta 10"^ en tampón fosfato (PBS), pH 

7.2. Como sistema marcador usaremos dos tipos de agar uno blando en 

tubo y un agar soporte. 

Agar blando en tubo para fagotipia (GUIÑEÉ y VALKENBURG, 1968) 

Composición: 

Triptona 

Extracto de levadura 

Cloruro sódico 

Agar 

Agua destilada 

lOg 

5g 

5g 

8g 

1000 mi 

pH7,2 

Se esteriliza a 121°C durante 20 minutos 
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Agar soporte en placa para fagotipia (GUIÑEÉ y VALKENBURG, 1968). 

Composición: 

Triptona 

Extracto de levadura 

Cloruro sódico 

Agar 

Agua destilada 

lOg 

5g 

5g 

12g 

1000 mi 

pH7,2 

Se esteriliza a 121°C durante 20 minutos 

Fundimos el agar blando y lo mantenemos en un baño a 45 °C. 

Añadimos entonces 0,2 mi de cultivo bacteriano y 0,1 mi de Usado fágico, 

lo mezclamos de forma suave y rápida para que no gelifique en el tubo y 

lo vertemos sobre el agar soporte. Cuando gelifique se incuba a 37 °C 

durante 12 horas. 

Interpretación 

En la interpretación cualitativa vemos si la cepa es sensible o no 

al fago, es decir, observamos si hay o no placas de lisis, mientras que 

en la cuantitativa vemos la E.O.P. (Eficiencia de Plaqueo). Buscaremos 

aquella placa cuya dilución de fago nos permita contar de fonna clara 

las placas de lisis, y esto nos dirá cual es la mejor cepa hospedadora del 

fago. 
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II.2.- BIETODOS E S P E C Í F I C O S 

II.2.1 ANÁLISIS DEL CONTENIDO PLASMIDICO DE HAFNIA ALVEI 

II.2.1.1.- EXTRACCIÓN DEL ADN PLASMIDICO DE HAFNIA ALVEI 

El ADN plasmídico fue extraído por dos métodos distintos, el 

protocolo de KADO y LIU (1981) modificado por TORANZO (1983), y por 

la modificación de los métodos de BIRNBOIM and DOLY (1979) e ISH-

HOROWICZ and BURKE (1981). 

Protocolo de la modificación de los métodos de BIRNBOIM and DOLY 

Í1979) e ISH-HOROWICZ and BURKE (1981). 

1.- Transferir una colonia bacteriana a 2 mi de medio Luria-Bertani 

(LB). Incubar durante 16 horas a 37°C con vigorosa agitación. 

Composición del medio LB 

Por litro : 

• 950 mi de agua destilada 

• Bacto-triptona 10 grs 

• Extracto de levadura 5 grs 

• NaCl 10 grs 

pH7 .0 
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2.- Pasar 1.5 mi del cultivo a un tubo de microcentrífuga, para luego 

centrifugar a 12000 g durante 40 segundos a 4°C (centrífuga Sigma 3K 

30). 

3.- Retirar el medio líquido por aspiración, dejando el precipitado 

bacteriano tan seco como sea posible. 

4.- Resuspender en P.B.S y volver a centrigugar a 12000 g durante 40 

segundos a 4°C. 

5.- Retirar el medio líquido por aspiración, dejando el precipitado 

bacteriano tan seco como sea posible. 

6.- Resuspender el precipitado bacteriano en 100 ^l de SOLUCIÓN 1 a 

una temperatura de entre O - 4 °C. 

Composición de la Solución I 

• 50 mM de Glucosa 

• 25mMdeTris -Cl (pH 8.0) 

• 10 mM EDTA (pH 8.0) 

Hay que asegurarse que el precipitado quede completamente 

disperso en la solución I. Esto se puede conseguir rápidamente 

poniendo simultáneamente en el agitador (Velp Scientifica Zx?) dos 

tubos de microcentrífuga con sus bases tocándose. 

7.- Añadir 200 \i\ de solución II preparada recientemente 
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Composición de la Solución II 

• 0.2 N de NaOH ( a partir de un stock 10 N) 

• SDS al 1% 

Mezclar los contenidos por inversión suave de los tubos de 

microcentrífuga unas 5 veces y guardarlo en hielo durante unos 

minutos. 

8.- Añadir 150 \x\. de solución III a una temperatura entre O - 4°C. 

Composición de la Solución III 

• Acetato potásico 5M 60 mi 

• Acido acético glacial 11.5 mi 

• Agua destilada 28.5 mi 

La solución resultante es 3M respecto al potásico y 5M con 

respecto al acetato. 

Pasar los tubos suavemente por el agitador en una posición 

invertida diirante 10 segundos para dispersar la solución III. Guardar 

los tubos en hielo durante 3 - 5 minutos. 

9.- Centrifugar a 12000 g durante 5 minutos a 4°C. Transferir el 

sobrenadante a otro tubo de microcentrífuga, teniendo la precaución de 

no coger restos de sedimento. 
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10.- Añadir igual volumen de fenol/cloroformo. Mezclar por agitación, y 

centrifugar a 12000 g durante 2 minutos a 4°C. Posteriormente, 

transferir el sobrenadante a otro tubo. 

11.- Precipitar el ADN añadiendo dos volúmenes de etanol a 

temperatura ambiente. Mezclar mediante agitador y dejar reposar 

durante 2 minutos a temperatura ambiente. 

12.- Centrifugar a 12000 g durante 5 minutos a 4°C. y retirar 

posteriormente el sobrenadante con una Pipeta Pasteur alargada a la 

llama. 

13.- Lavar el precipitado de ADN con Iml de etanol al 70% a una 

temperatura de 4°C, y posteriormente retirar el sobrenadante con una 

Pipeta Pasteur alargada a la llama. 

14.- Secar el ADN a 37 °C durante 10 minutos. 

15.- Resuspender el ADN plasmidico en TE y conservar a 4°C 

Composición del TE 

• 10 mM Tris-Cl (pH 8.0) 

• ImM EDTA (pH 8.0) 
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Protocolo de KADO v LIU (1981) modificado por TORANZO í 19831 

1.- Transferir una colonia bacteriana a 3 ó 4 mi de medio Luria-Bertani 

(LB). Incubar hasta la fase exponencial (aproximadamente 16-18 horas) 

a 37°C con vigorosa agitación. 

2.- Pasar 1.5 mi del cultivo a un tubo de microcentrífuga, para luego 

centrifugar a 12000 g durante 3 minutos a 4**C. 

3.- Resuspender el precipitado bacteriano directamente en 50-75 ni de 

solución de lisis (3% SDS en 50 mM Tris acetato buffer[pH12,4]) e 

incubar a 55-60°C durante 45 minutos al baño maria 

4.-Añadir igual volumen de fenol-cloroformo (relación 1:1), y centrifugar 

a 4°C durante 10 minutos a 12000g. 

5- Transferir el sobrenadante a un tubo de microcentrífuga y conservar 

a4°C. 

n.2.1.2.- ELECTROFORESIS DEL ADN PLASBfÍDICO EN GELES DE 

AGAROSA 

Los geles se prepararon disolviendo agarosa (Sigma) por 

calentamiento en Tampón Tris-Acetato (TAE). La disolución se vierte en 

una placa en la que se ha dispuesto el peine para formar los pocilios en 

los que se depositará la muestra. La concentración de agarosa utilizada 

es del 0,7%. 
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Muestras de 30 \i\ de ADN plasmídico se depositan en los pocilios 

de los geles y se sumergen en el tampón Tris-Acetato (TAE) a 80 voltios 

durante 4 horas. 

Los geles fueron teñidos durante 2 horas en una solución de 

agua destilada con 0.5 \xg de bromuro de etidio por mililitro, lavadas en 

agua destilada, y fotografiadas con una cámara Polaroid MP-4 Land 

Camera, usando una película tipo Polaroid 665. 

Composición del Tris Acetato buffer (TAE) 

• 40 mM Tris-acetato 

• 2mM Na2 EDTA 

pH 7.9 
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U.2.2.- ESTUDIO DE LA SENSIBILIDAD ANTIBIOTICA. 

El antibiograma constituye el sistema de difusión más rápido y 

eficaz para determinar la sensibilidad antibiótica. Mediante este método 

se trata de conseguir in vitro, una aproximación a las características 

que el organismo encuentra in vivo, en el huésped. El procedimiento 

empleado es el método de difusión de discos (BAUER-KIRBY, 1966). 

A partir de una o dos colonias aisladas se prepara una 

suspensión bacteriana en solución salina estéril, hasta obtener un 

inoculo de aproximadamente 10^ ufe/mi. Posteriormente se decantan 

unos mililitros de dicho inoculo sobre una placa de Agar de Mueller 

Hinton (Cultimed) y se extiende uniformemente por toda la placa. 

Pasado un minuto se retira el inoculo sobrante, y se procede a la 

colocación de los discos de antibióticos y se incuba a 37°C durante 24 

horas. Los discos, cargados con una concentración antibiótica 

conocida, se humedecen al entrar en contacto con la superficie del agar 

de forma que el antibiótico difunde, creándose un gradiente de 

concentración. 

Las bacterias crecen alrededor del disco si su crecimiento no es 

inhibido por el antibiótico, y no se observará crecimiento en los 

alrededores del disco en aquellas zonas en las que la concentración del 

antibiótico sea inhibitoria para la bacteria. El halo de inhibición que se 

crea, será mayor cuanta mayor sea la susceptibilidad frente a un 

antimicrobiano. 
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Sobre la base de esto último, las bacterias se clasifican como: 

Sensibles 

Son aquellas que son inhibidas fácilmente con las 

concentraciones de antibiótico que se alcanzan en sangre tras la 

administración de las dosis consideradas normales. 

Moderadamente sensibles 

Son las que se inhiben solamente con las concentraciones que se 

alcanzan en las zonas donde el antibiótico está más concentrado, o con 

concentraciones que se alcanzan en sangre tras la administración de 

dosis más elevadas de las habituales. 

Resistentes 

Son las que no se inhiben con las concentraciones que se 

alcanzan en sangre tras administrar las dosis máximas que se pueden 

emplear en clínica. 

Los halos de sensibilidad, sensibilidad moderada y resistencia de 

los antibióticos usados, figuran en la tabla 2. Sin embargo, como las 

infecciones por H.alvei pueden involucrar tanto a especies 

homeotermas como poiquilotermas hemos creído conveniente presentar 

ambos resultados. Debido a esto, en el caso de las especies 

poiquilotermas, no existen actualmente criterios microbiológicos fiables 

para la interpretación de los resultados. Por tanto, en este último caso, 

la aparición de un halo de inhibición del crecimiento en tomo al disco 
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se consideró indicativo de la sensibilidad de la bacteria al agente 

antimicrobiano (SMITH, 1999 ; SCHNICK, 1999). 

Agar Mueller Hinton (Cultimed) 

Composición: 

Almidón 

Infusión de carne de res 

Peptona de caseína hidrolizada 

Agar 

Preparación: 

1,5 g 

300 g 

17,5 g 

17 g 

PH7,4 

Suspender 38 g en un litro de agua destilada, calentar y agitar 

hasta ebullición y hervir durante 1 minuto. Regular el pH a 7.4 y 

esterilizar a 121 °C durante 15 minutos. 

m.2.2 .1 . - ANTimCROBIANOS UTILIZADOS EN EL ESTUDIO T 

MÉTODO 

Todos los Eintimicrobianos utilizados son de la casa Oxoid. En la 

Tabla 2 están representados los antimicrobianos utilizados agrupados 

por tipo, figurando la concentración del disco, ya sea en Unidades 

Internacionales (UI) o en microgramos (̂ ig). 
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U.2.3.- MEDIDA DE PATOGENICIDAD 

n.2.3.1.- ANIMALES SOMETIDOS A ESTUDIO 

Para nuestro estudio hemos utilizado a la trucha común (Salmo 

trutta, L.) con un peso comprendido entre 10-15 gramos. Los peces fueron 

transportados al laboratorio en lotes pequeños para evitar el estrés en 

tanques con agua bien oxigenada y con hielo para mantener la 

temperatura del agua del río, pues un cambio brusco de temperatura 

disminuye la supervivencia de los peces. Una vez en el laboratorio se 

hicieron lotes de peces, con un total de 8 truchas por lote y se 

mantuvieron en tanques de 150 litros a 16-18°C con aireación constante 

mediante compresores. Los animales fueron mantenidos durante un 

periodo de 10 días como periodo de aclimatación previo a los ensayos, 

comprobándose la ausencia de algún signo que hiciera sospechar el 

desarrollo de alguna enfermedad. Durante este periodo se seleccionaron 

aleatoriamente algunos de estos animales y se comprobó que estaban 

libres de patógenos mediante análisis microbiológico de sus visceras. Esta 

fase del trabajo se realizó en colaboración con la Unidad de Microbiología 

de la Facultad de Ciencias de La Universidad de Vigo(Orense). 

in.2.3.2.- INOCULACIÓN EXPERIMENTAL 

Cada cepa a utilizar se siembra en medio Infusión Cerebro Corazón 

líquido (Difco) y se deja en agitación a 37°C durante 18-24 horas para 

obtener un cultivo fresco en fase exponencial. Al cabo de ese tiempo se 

centrifuga el medio a 4000 r.p.m. durante 20 minutos, se retira el 

sobrenadante y el precipitado se lava dos veces con PBS o solución salina 
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fisiológica estéril. El precipitado obtenido fue resuspendido en la misma 

solución tampón, y se ajustó a una concentración final aproximada de 

3xl08u.f.c*./ml por medio del espectrofotómetro Spectronic 20D. A partir 

de aquí, se hacen diluciones seriadas de 10 en 10 hasta una 

concentración de 3x 10^ u. f. c. / mi. 

Para cada cepa estudiada se hacen siete lotes de ocho peces cada 

uno, los cuales se corresponden con cada una de las diluciones seriadas 

(de 3x10^ hasta 3x10^ ufc/ml) más un lote testigo. 

Cada pez recibió 0,1 mi de la suspensión bacteriana a una 

concentración determinada en el procedimiento de inoculación, mientras 

que los ocho p)eces del grupo testigo se inocularon con 0,1 mi de una 

solución salina fisiológica estéril. 

Las cepas de Hafhia alvei utilizadas en la inoculación experimental 

para determinar su DL50fueron: OR/1, 187/95, 1967/82, C/34 y XI. Los 

datos sobre el origen y procedencia de estas cepas pueden apreciarse en 

la tabla 1. 

ufe* unidades formadoras de colonias 
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m.2.3.3.- CALCULO DE LA DOSIS LETAL 50 

Para el cálculo de la DL50 seguimos el método señalado por REED 

y MUENCH (1938). 

La mortalidad de los peces inoculados fue evaluada entre 1-15 días 

postinociilación. Tanto los animales muertos, como los enfermos, 

aparentemente sanos y los testigos que tuvieron que ser sacrificados al 

final de la fase experimental fueron mantenidos a temperatura de 

refrigeración y sometidos a necropsia reglada, y seguidamente se 

obtuvieron muestras para su posterior estudio microbiológico. Para ello, 

se toman muestras de riñon, hígado y bazo, y se siembran en Mac 

Conkey (Difco). Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 24-48 

horas en ambiente aerobio. La bacteria aislada fue sometida a pruebas 

clásicas de identificación (SMIBERT y KRIEG., 1981), ayudándonos en 

su caso con el perfil que nos facilitó el sistema API-20E (Biomerieux, 

Madrid, España). 

El cálculo de la DL50 se hizo finalmente mediante la aplicación de 

las siguientes fórmulas: 

%mortalidad > del 50% -50% 

Distancia Proporcional(DP) = 

%mortalidad>del 50% - %mortalidad<del 50% 

Log de la dosis que mata más del 50% - DP = x 

Dosis letal 50 (DL50) = 4 xlO* 
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IV. 1.- CARACTERES MICROBIOLOGICOS DE LAS CEPAS DE H.ALVBI 
UTILIZADAS. 

Todas las cepas utilizadas en el estudio crecieron en el agar 

MacConkey (Difco) formando colonias pequeñas lactosa negativas que 

estaban bien desarrolladas tras una incubación de 24 horas a 37°C. En 

todos los casos, extensiones de las cepas teñidas por el método de GRAM 

se presentaron como bacilos gram negativos de 1.0 ^m de diámetro y de 

2.0 a 5.0 ^m de largo, siendo todas ellas no capsuladas. Todas las cepas 

fueron identificadas tanto por el sistema AP1-20E, como por la 

metodología clásica como Hafnia alvei Con respecto al sistema AP1-20E, 

los perfiles obtenidos en las diferentes identificaciones están reflejados en 

la Tabla 3, indicando a su vez el índice de fiabilidad de cada una de las 

cepas analizadas. 

Los resultados de las pruebas bioquímicas convencionales 

realizadas a todas las cepas de H.aZuei están representados en la Tabla 5. 

Estos resultados pueden compararse con la descripción de esta bacteria 

que se hace en el Manual de Bergey (Tabla 4). 

Utilizando la metodología clásica, todas las cepas analizadas dieron 

un resultado positivo para la Usina y omitina decarboxilasa, y negativo 

para la ai^inina dehidrolasa. Todas fueron bacterias móviles, citocromo 

oxidasa negativas y reductoras de nitratos a nitritos. A su vez, todas ellas 

dieron resultados negativos a la producción de H2S, urea, triptófano 

desaminasa, producción de indol, y en la acidificación a f)artir de los 

azúcares inositol, sorbitol, sucrosa y melibiosa. Todas las cepas dieron 

resultados positivos a la utilización de la glucosa, y acidificación del 

medio a partir de los azúcares maltosa, xilosa y L-arabinosa. Todas 

fueron p-galactosidasa positivas, excepto la cepa OR-1. Sólo utilizaron 
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el citrato como única fuente de carbono las cepas 7-67, y 19-68. En 

cuanto a la producción de acetoina (reacción de Voges Proscauer), 

dieron positivas las cepas F-4319, 24-65, 25-65, 7-67, 14-67 y 11-69. 

Sólo se demostró la presencia de la enzima gelatinasa en dos de las 

cepas de origen estadounidense, la 4094/83 y la 842 /81 . En cuanto a 

la acidificación del medio a partir de los azúcares, sólo fueron negativas 

a la ramnosa las cepas XI, 30-65, 14-76 y la ATCC 9760, y sólo dio un 

resultado positivo a la salicina la cepa 11-69. En cuanto al manitol, 

todas las cepas produjeron acidificación excepto la 4094/83 . 

Con esta batería de pruebas hemos podido distinguir H. alvei de 

otras bacterias taxonómicamente cercanas como Salmonella spp. , 

Serratia spp. , Edwarsiella spp. y Yersinia ruckeri, según la tabla de 

diferenciación básica entre enterobacterias (Tabla 6). 

La prueba irrefutable que nos ha permitido asegurar la 

identificación de todas las cepas investigadas en la especie Hafiíia alvei 

fue la lisis por el fago 1672 (ATCC) con independencia de los resultados 

que todas ellas hayan podido dar a distintas pruebas bioquímicas 

realizadas por la metodología clásica o el microsistema API 20-E. 
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IV.2.-RESISTENCIA ANTIBIOTICA DE HAFNIA ALVBI 

IV.2.1.-ANTIBIÓTICOS DE USO EN ACUICULTURA 

Los resultados de los antibiogramas realizados a las 20 cepas de 

Hafnia alvei están representados en las tablas desde la 7.1 a la 7.20, 

ambas inclusive, en donde figura el halo de inhibición bacteriana en 

milímetros, y la consiguiente susceptibilidad a dicho antimicrobiano. 

Siendo nuestra línea de investigación la acuicultura, hemos creído 

conveniente expresar los resultados de resistencia/sensibilidad 

antibiótica además de por la metodología habitual para especies 

homeotermas, lo descrito por SMITH (1999) y SCHNICK (1999) para 

especies poiquilotermas. 

En la tabla 8 se incluyen los porcentajes de resistencia 

demostradas por los distintos antibióticos frente a las cepas de H.alvei 

analizadas en el estudio, haciendo referencia tanto a especies 

homeotermas como poiquilotermas. 

Con respecto al grupo de las tetraciclinas (oxitetraciclina y 

tetraciclina), se ha observado una alta resistencia por parte de todas las 

cepas de Hafnia alvei estudiadas hacia la tetraciclina (75% de 

resistencias), excepto las cepas LM 30/65 , LM 11/69, 187/95, C/34 y 

LM 1968 (Tablas 7.4, 7.6, 7.11, 7.18 y 7.19, y Tabla 8)que fueron 

sensibles. Para el caso de la oxitetraciclina ocurre todo lo contrario, 

evidenciándose solo un 10% de cepas resistentes, la XI y la 4256/83 

(Tablas 7.2 y 7.10, y Tabla 8). 
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En el caso de las quinolonas de uso habitual en la acuicultxira, 

como son el ácido nalidíxico, el flumequine y la enrofloxacina, todas las 

cepas han mostrado una enorme susceptibilidad frente a este grupo de 

antimicrobianos en concreto, siendo del 100% para el ácido nalidíxico y 

para la enrofloxacina (Tabla 8). La única quinolona que mostró 

resistencias bacterianas fue el flumequine, donde hubo un 25% de cepas 

resistentes, la LM 25/65 , LM 11/69, OR-1, 4256/83 y LM 19/68 

(Tablas 7.5, 7.6, 7.7, 7.10 y 7.19, y Tabla 8). 

En el grupo de los aminoglucósidos, al que pertenecen la 

estreptomicina, kanamicina, amikacina y la gentamicina, los resultados 

han sido desiguales, existiendo un índice de resistencias del 55% frente a 

la estreptomicina, y por el contrario, una susceptibilidad del 0% frente a 

la gentamicina y kanamicina (Tabla 8). 

Las cepas resistentes a la acción de la estreptomicina son la XI, 

14/67, 30/65, 11/69, 4256/83, 1967/82, 842/81 , 7/67, F4319, C/34 y 

la cepa 7/68 (Tablas 7.2, 7.3, 7.4, 7.6, 7.10, 7.12, 7.13, 7.14, 7.17, 7.18 

y 7.20). 

Al contrario que en el caso de la estreptomicina, el 100% de las 

cepas fueron sensibles a la gentamicina y kanamicina (Tablas de la 7.1 a 

la 7.20, ambas inclusive), mientras que sólo la cepa C/34 (Tabla 7.18) fue 

resistente a la amikacina. 

Con respecto a otros antibióticos utilizados en la acuicultura, en el 

caso de la bacitracina el 100% de las cepas se mostró resistente a su 

acción (Tablas de la 7.1 a la 7.20, ambas inclusive, y Tabla 8). El 90% de 

las cepas fue resistente a la eritromicina (Tabla 8), observándose las 
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únicas dos resistencias en las cepas OR-1 y 187/95 (Tablas 7.7 y 7.11). 

El 100% de las cepas fue sensible al trimetoprim, al igual que para el 

fluorfenicol (Tablas de la 7.1 a la 7.20, ambas inclusive, y Tabla 8). 

IV.2.2.-OTROS ANTIBIÓTICOS 

En el grupo de los P-lactámicos, en donde se encuadran las 

penicilinas y las cefalosporinas, las resistencias an tibió ticas han 

resultado ser bastante elevadas, a excepción de las cefalosporinas de 

última generación. Asi, tenemos que para el caso de las penicilinas 

analizadas, la ampicilina, penicilina G y la meticilina, el 100% de las 

cepas mostraron resistencia an tibió tica frente a ellas (Tablas de la 7.1 a 

la 7.20, ambas inclusive, y Tabla 8). 

Entre las cefalosporinas de segunda generación analizadas, 

cefamandole, cefoxitina y cefuroxime, fue este último, el cefuroxime, el 

que ha demostrado tener un menor efecto sobre las cepas de Hafnia alvei, 

ya que sólo la cepa americana 4094/83 (Tabla 7.9), ha sido sensible, 

siendo el resto altamente resistente. En el caso del cefamandole, el 60% 

de las cepas fue resistente (cepas XI, LM 11/69, OR/1, ATCC 9760, 

4256/83, 1967/82, 842 /81 , LM 24/65 , LM 23/65, F4319, LM19/68 y 

LM 7/68, mientras que para la cefoxitina el porcentaje de cepas 

resistentes fue del 50% (Tabla 8), siendo las misma que para el caso del 

cefamandole, excepto las cepas 842/81 y LM 24/65 (Tablas 7.2, 7.6, 7.7, 

7.8, 7.10, 7,12, 7.13, 7.15, 7.16, 7.17, 7.19 y 7.20). 
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En las cefalosporinas de tercera generación, cefotaxime y 

cefoperazona, ha sido el cefotaxiine el que ha demostrado un mayor nivel 

de resistencia al existir iónicamente 3 cepas sensibles, dos americanas, la 

4256/83 y la 4094/83 (Tablas 7.10 y 7.9), y la aislada en Canarias 

187/95 (Tabla 7.11), siendo el resto (un 85%) resistente a la acción del 

cefotaxime (Tabla 8). Para la cefoperazona no ocurre lo mismo, ya que el 

porcentaje de resistencia fue del 25% (Tabla 8), siendo resistentes las 

cepas XI, OR/1, 4256/83, 19/68 y 7/68 (Tablas 7.2, 7.7, 7.10, 7.19 y 

7.20). 

El cefquinome, una cefalosporina de última generación, no ha 

evidenciado resistencia alguna, al ser el 100% de las cepas sensibles a su 

acción (Tabla de la 7.1 a la 7.20, ambas inclusive, y Tabla 8). 

En las quinolonas de uso no habitual en acuicultura, la 

susceptibilidad fue del 100%, al no existir cepas resistentes a la acción de 

la marbofloxacina o del ácido oxolínico (Tabla de la 7.1 a la 7.20, ambas 

inclusive, y Tabla 8). 

IV.2.3.-RESISTENCIA ANTIBIOTICA DE HAFNIA ALVEI PARA 
ESPECIES POIQUILOTERBSAS 

Tomando como base lo descrito por SMITH (1999) y SCHNICK 

(1999) para especies poiquilotermas, Hafnia alvei demuestra tener un 

elevadísimo grado de sensibilidad frente a los antibióticos analizados. 

Así, refleja una susceptibilidad del 100% frente a los aminoglucósidos, 

tetraciclinas, quinolonas, polimixina B, fluorfenicol y trimetoprim, así 

como frente al cefquinome y la eritromicina (Tabla 8). 
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Para la cefoperazona, cefotaxime y bacitracina, el porcentaje de 

cepas resistentes fue sólo del 5%. Para la cefoxitina, cefuroxiine y 

cefamandole, el porcentaje de cepas resistentes osciló entre el 40 y el 45% 

(Tabla 8). 

Por el contrario, el grupo de las penicilinas y la oleandomicina 

mostraron un índice de resistencia del 100% (Tabla 8). 
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IV.3.-CONTBNIDO PLASMIDICO DE HAFNIA ALVEI: PERFILES 

Comparando los dos métodos de extracción de ADN plasmídico 

utilizados, los mejores resultados se pusieron de manifiesto con el 

método basado en la modificación de los métodos de BIRNBOIM and 

DOLY (1979) e ISH-HOROWICZ and BURKE (1981), observándose una 

extracción de ADN plasmídico con menos impurezas y una mayor 

definición de bandas que con el protocolo de TORANZO (1983) (Figura 4 

y Figuras 1, 2 y3). 

La Tabla 9 muestra el número de plásmidos totales detectados en 

cada una de las 20 cepas de Hafnia alvei analizadas. Cada tipo de 

plásmido lo hemos denominado con una letra (desde la "cf a la 'ff). 

Los resultados muestran que de las 20 cepas analizadas, el 100% 

de las mismas contienen uno o más plásmidos. De estas 20 cepas, 13 

(65%) resultaron ser cepas multiplasmídicas. 

Haciendo un análisis comparativo entre las 20 cepas analizadas, 

encontramos una gran diversidad en el contenido plasmídico de Hafnia 

alvei, encontrando 16 plásmidos diferentes. De estos 16 plásmidos, 3 

corren en el gel de agarosa por encima del ADN cromosómico y 13 

corren por debajo del ADN cromosómico. 

Los plásmidos que corren en el gel por encima del ADN 

cromosómico son el"cf, "b^y^íf (Figura 1 y Tabla 9). El plásmido de 

mayor peso molecular, el denominado plásmido 'cf, se encuentra 

únicamente en dos cepas, la ATCC 13337 y la OR/1. El plásmido 'If 

se encuentra en un 45% de las cepas, más concretamente en la XI, LM 

14/67, LM 25/65, LM 11/69, LM 30/65, 187/95, 842/81, LM 7/68 y 
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LM 7/67 (Figura 1 y Tabla 9) El otro plásmido que corre en el gel por 

encima del ADN cromosómico, el plásmido "(T, se encontró en un mayor 

número de cepas, el 70% de las mismas, estando en todas las cepas 

excepto en la ATCC 13337, XI, LM 30 /65 , LM 25/65 , LM 11/69 

y l 8 7 / 9 5 (Figura 1 y Tabla 9). 

Con respecto a los plásmidos que corren en el gel por debajo del 

ADN cromosómico, se han encontrado 13 diferentes (Figura 1 y Tabla 

9). Hay que señalar que el más abundante fue el plásmido "h", 

encontrándose en 5 cepas diferentes, la ATCC 9760, 4094/83 , 

4256/83 , 1967/82 y LM 7/68 (Figura 1 y Tabla 9). El plásmido V se 

encontró en 3 cepas distintas, la ATCC 9760, 4094/83 y 4256/83 , es 

decir, en las mismas cepas en donde estaba presente el plásmido "h", a. 

excepción de las cepa LM 7/68 y 1967/82 (Figura 1 y Tabla 9). El 

plásmido "n" se encontró en las cepas 187/95 y C/34, mientras que el 

plásmido T se encontró en las cepas 25 /65 y 7 /68. Los plásmidos 

presentes en una sola cepa son el plásmido "(T, que se encontró en la 

cepa 1967/82, el plásmido "e^ en la 7 /68 , el plásmido " / en la cepa 

7 /68 , el plásmido "f en la cepa 4094/83 , el plásmido " / en LM 25 /65 , 

el plásmido "kT en 187/95, el plásmido "m" en la cepa C/34, y los 

plásmidos "ñ" y "o" presentes en la cepa 7 /68 . 
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IV.4.-RELACION DEL PERFIL PLASinDICO CON: 

IV.4.1.-ORIGBN DE LA CEPA 

Tomando todas las cepas en conjunto, resulta complicado 

determinar patrones de perfiles plasmídicos. Por el contrario, 

agrupando las cepas por su origen geográfico, se pueden obtener 

patrones europeos y otros americanos, mientras que la cepa LM 7/68 , 

de origen marroquí, queda fuera de estos dos patrones. Los patrones de 

perfiles plasmídicos de cepas europeas y americanas se muestran en 

las Figuras 2 y 3. 

Con respecto a las cepas europeas, las cepas LM 24/65 , LM 

23/65 , F4319y LM 19/68 tienen el mismo patrón plasmídico, teniendo 

sólo el plásmido "cf. Las cepas XI, LM 30 /65 , y LM 11/69 se agrupan 

formando el segundo patrón, teniendo todos únicamente el plásmido 

"If. Las cepas LM 7/67 y LM 14/67 contienen ambas los plásmidos "b" 

y "(f. El resto de las cepas europeas no se agrupan en patrones iguales 

(Figura 2). 

En las cepas americanas el patrón 1 está formado por el perfil de 

las cepas 4256/83 y ATCC 9760, estando formado por los plásmido 

"(f, "gT y "h". El resto de las cepas americanas tienen unos perfiles 

plasmídicos individuales, no agrupando varias cepas en un mismo 

patrón (Figura 3). 
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IV.4.2.-RESISTENCIA ANTIBIOTICA 

Debido a la gran variabilidad en los perfiles plasmídicos, a la 

diversidad heterogénea de niveles de sensibilidad y/o resistencia 

antibiótica mostrada, y al elevado número de plásmidos detectados en las 

distintas cepas estudiadas, resulta imposible encontrar una correlación 

entre la resistencia antibiótica de Hafnia alvei y los jierfiles plasmídicos 

para todos los antibióticos utilizados, con independencia del grupo al que 

pertenezcan. No es posible por tanto relacionar la presencia de un 

determinado plásmido en las cepas estudiadas con su nivel de resistencia 

a un antibiótico o a un grupo de antibióticos (Tabla 8). 

Las Tablas 11, 12 y 13 encuadran a las cepas por origen 

geográfico (españolas, estadounidenses y fi-ancesas), y muestra a su 

vez, las resistencias antibióticas de las mismas, no existiendo 

diferencias entre los resultados globales de los antibiogramas, y los 

resultados encuadrando cepas por su origen geográfico. 

IV.4.3.-PATOGENICIDAD 

Tomando como referencia los datos ya publicados por 

R O D R Í G U E Z , L.A y cois. (1998), en donde se analizaban las dosis letales 

50 en trucha común de las cepas F4319, ATCC 9760, C/34, XI, OR/1 , 

ATCC 13337 y 187/95, la correlación entre perfiles plasmídicos y 

patogenicidad queda reflejada en la Tabla 10, en donde se muestra la 

dosis letal 50 de cada cepa y el contenido plasmídicos de las mismas. 
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Como se ve reflejado en dicha Tabla, las cepas de mayor virulencia, 

la XI y la OR/1, no comparten ningún plásmido entre sí, por lo que no 

cabe suponer relación entre perfil plasmídico y grado de patogenicidad. 

Podemos afirmar que, con independencia a un determinado 

contenido en plásmidos (Figura 1) de una cepa, y a su correspondencia 

con un determinado patrón plasmídico (Figuras 2 y 3), la virulencia de 

estas cepas es un fenómeno no relacionado con este factor, por cuanto 

que cepas relacionadas con diversos patrones presentan alta o baja 

virulencia, indistintamente. 
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V.l.-COMPORTAMIENTO BIOQUÍMICO Y RESISTENCIA 
ANTIBIOTICA DE HAFNIA ALVEI. 

Todas las cepas utilizadas en este estudio, e identificadas como 

Hafnia alvei, muestran una gran semejanza con lo previamente descrito 

por MÓLLER (1954), cit. SAKAZAKl Y TAMURA (1992) en el Manual 

Bergey de Sistemática Bacteriana, como lo demuestra que el 100% de las 

cepas tuvieron el mismo resultado para la utilización de la lisina, omitina, 

arginina, reducción de nitratos a nitritos, producción de H2S, urea, 

triptófano desaminasa, indol, y acidificación a pari:ir de los azúcares 

inositol, sorbitol, sucrosa y melibiosa, glucosa, maltosa, xüosa y L-

arabinosa. 

La única variabilidad bioquímica se observó en pruebas como la p-

galactosidasa en donde todas fueron p-galactosidasa positivas, excepto 

la cepa OR-1. Todas fueron negativas a la utilización del citrato como 

única fuente de carbono, excepto las cepas 7-67, y 19-68. En cuanto a 

la producción de acetoina (reacción de Voges Proscauer), únicamente 

dieron positivas las cepas F-4319, 24-65, 25-65, 7-67, 14-67 y 11-69. 

Sólo se demostró la presencia de la enzima gelatinasa en las cepas 

4094/83 y la 842/81. En cuanto a la acidificación del medio a partir de 

los azúcares, sólo fueron negativas a la ramnosa las cepas XI, 30-65, 

14-76 y la ATCC 9760, y sólo dio un resultado positivo a la salicina la 

cepa 11-69. En cuanto al manitol, todas las cepas produjeron 

acidificación excepto la 4094/83. 

Con respecto al sistema AP1-20E, todos los perfiles obtenidos 

estuvieron encuadrados con una excelente identificación (por encima 

del 95%) excepto la cepa 14-67. A pesar de este resultado, queda de 

manifiesto la enorme utilidad del sistema API-20E para la identificación 
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de Hafnia alvei, pudiéndola diferenciar de otros géneros semejantes 

como Salmonella, Enterobactery Serratia (SAKAZAKI y TAMURA, 1992). 

RODRÍGUEZ y cois., (1999) proponen la utilización del sistema de 

identificación Microscan (Dade Microscan), en donde se compara con 

los métodos convencionales de identificación. En dicho estudio se logra 

identificar correctamente 20 de las 21 cepas analizadas, siendo la cepa 

14-67 la única que no pudo ser identificada, al igual que ocurre con el 

sistema API- 20E en nuestro estudio, cuyos resultados dieron un bajo 

nivel de discriminación en su identificación. RODRÍGUEZ y cois., (1999) 

proponen que la cepa 14-67 presenta un biotipo inusual, y por ello no 

se identifica correctamente como el resto de las cepas. Como queda de 

manifiesto, tanto el sistema API-20E, como el sistema Microscan, son 

válidos para la correcta identificación de Hafnia alvei, no llegando a 

identificar con una elevada fiabilidad biotipos inusuales. 

Comparando la identificación mediante el sistema API-20E y las 

pruebas bioquímicas en tubo, tenemos una correlación del 100% en las 

pruebas relacionadas con los aminoácidos arginina, Usina y omitina, 

producción de sulfidrico, triptófano desaminasa, indol, y acidificación a 

partir de la glucosa, inositol y sorbitol. 

Las pruebas ONPG, utilización de citrato, ureasa, Voges 

Proscauer, gelatinasa, y acidificación a partir de manitol, arabinosa y 

ramnosa ofrecen resultados desiguales entre la identificación mediante 

el sistema API y las pruebas bioquímicas en tubo. No obstante, dicha 

variación no influye en la correcta identificación por los dos sistemas 

reseñados. 

75 



Discusión 

Según SARTI, M. y GIORGETTI, G. (1988), los antibióticos de uso 

común en acuicultura son las teü-aciclinas como la oxitetraciclina y la 

teti"aciclina, las quinolonas como el ácido nalidíxico y el flumequine, los 

aminoglucósidos como la esti-eptomicina, kanamicina y la gentamicina, 

asi como la bacitracina, eritix)micina y trimetoprim. Hoy en día también 

son usados por parte de las empresas de acuicultura, la enrofloxacina y 

el fluorfenicol (Datos no publicados). 

Tal y como quedó de manifiesto en la revisión bibliográfica sobre 

los escasos trabajos existentes relacionados con las resistencias 

antibióticas de Hafrúa alvei, en nuestro trabajo nos hemos encontrado 

con unas resistencias muy variadas, y así, si GLINSKY y cols.(1995) no 

encontraron cepas resistentes frente a la estreptomicina y tetraciclina, 

en nuestro estudio sí se han puesto de manifiesto cepas resistentes a 

dichos antibióticos. Y al contrario, si GEDEK y cols.(1984) encontraron 

cepas resistentes ft-ente a la polimixina B, en nuestro estudio ninguna 

cepa demostró tener resistencia antíbiótica hacia la polimixina B. 

Sin embargo, los escasos trabajos encontrados ponen de manifiesto 

la alta susceptibilidad de Hafrúa alvei fi-ente a la gentamicina y al ácido 

nalidíxico, al igual que ocurre en nuestra investigación, al no encontrar 

cepas resistentes a alguno de estos antibióticos. 
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V.2.-PERFIL PLASMIDICO T SU RELACIÓN CON RESISTENCIA 
ANTIBIOTICA Y/O PATOGENICIDAD. 

La diversidad en el contenido plasmídico de Hafnia alvei hace difícil 

poder encuadrar los perfiles plasmídicos de estas 20 cepas en unos 

patrones plasmídicos determinados. Agrupando cepas por origen 

geográfico (cepas europeas y americanas) se pueden simplificar algo los 

resultados, pero sin llegar a establecerse unos patrones que se puedan 

considerar como fijos de una manera exclusiva. 

Hay descritos múltiples ejemplos de patrones plásmidicos 

homogéneos, pero también lo contrario, es decir, especies bacterianas 

con un contenido pasmidico tan diverso, como ocurre en nuestro 

estudio con Hafnia alvei, que resulta imposible agrupar las cepas por 

patrones homogéneos de perfiles plasmídicos. Esto mismo se ha 

comprobado en Escherichia coli (MALKAWI, cois., 1998), en donde no se 

pudo agrupar un total de 89 cepas en patrones claramente definidos, 

encontrándose plásmidos de pesos moleculares comprendidos entre 54 

y 1,5 Kilobases. 

Por el contrario, la homogeneidad de patrones queda demostrada 

en otras especies bacterianas como puede ser Aeromonas salmorúáda 

(TORANZO y cois., 1991) donde se analizaron los perfiles plasmídicos de 

aislamientos españoles. Todas las cepas tenían un triplete de plásmidos 

con pesos moleculares de 3,6, 3,5 y 3,4 Megadaltons, y nueve de las 

trece cepas analizadas poseían además un plásmido de 4,2 Md. Estos 

patrones plasmídicos coinciden con un estudio de HACKET y cois. 

(1984), en donde ciertas cepas de A.salmorúcida poseían también 

plásmidos de elevado peso molecular, comprendidos entre los 40 y 55 

Md., así como uno de 110 Md. 
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Otro ejemplo de homogeneidad en patrones plasmídicos está 

descrito por ALZUGARAY y cois. (1995) que encontratron 5 patrones 

diferentes de Yersinia enterocolitica, no existiendo correlación entre los 

perfiles plasmídicos y la resistencia antibiótica. GEBRE y cois (1997) 

encontraron homegeneidad de patrones plasmídicos entre distintos 

serotipos de Shigella boydii, en donde cada uno de ellos contenía una 

serie de plásmidos diferentes al del resto de los serotipos. 

Una vez llegado a este punto, en donde resulta imposible agrupar a 

H.alvei en patrones homogéneos de perfiles plasmídicos, y a su vez, 

resulta complicado hacer una correlación entre perfil plasmídico y 

resistencia antibiótica, el camino correcto sería la realización de 

experiencias de conjugación o de electroporación, psira, a través de la 

inclusión de cada plásmido de H.alvei en una cepa receptora (como 

podria ser Escherichia coli sensible a los antibióticos a investigar), 

averiguar qué resistencia adquiere la cepa de E.coli al introducir un 

plásmido en concreto. Mediante múltiples experiencias de este tipo, 

podríamos llegar a conocer perfectamente la(s) resistencia(s) 

antibiótica(s) que codificaría cada plásmido en concreto. 

Con respecto a la relación de la patogenicidad con el perfil 

plasmídico, quedó de manifiesto en este trabajo que las cepas de mayor 

virulencia (XI y ORÍ) en las inoculaciones experimentales en trucha 

común (Salmo trutta), no poseían plásmidos en común, por lo que no 

cabe suponer la existencia de un único plásmido de patogenicidad, o 

que la vía plasmídica exista en H.alvei como codificante de algún 

mecanismo de virulencia. Asimismo, cepas con un perfil plasmídico 

similar, aunque no idéntico, como la OR/1 y la ATCC 13337 

presentaron para esta especie de peces una virulencia absolutamente 
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dispar, 1.3 x 10"* para la primera, y > 10» para la ATCC 13337. No 

obstante, para esclarecer esta posibilidad en posteriores experiencias, 

se podrían transferir plásmidos de cepas muy patógenas hacia cepas no 

patógenas y realizar una nueva inoculación experimental para intentar 

ver diferencias en el grado de virulencia de la cepa modificada por 

conjugación o electroporación. Llegado el caso de la existencia de 

diferencias significativas de patogenicidad entre la cepa original y la 

cepa modificada, el siguiente paso seria determinar el mecanismo de 

acción patógena que codifica dicho plásmido. 
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PRIMERA.- Los métodos clásicos y el microsistema API-20E aplicados a 

la identificación de Hafnia alvei han presentado una correspondencia 

adecuada a este fin y un buen nivel de fiabilidad. 

SEGUNDA.- Con especial referencia a la microbiología aplicada a la 

ictiopatología, los grupos de antibióticos que presentan un mayor grado 

de resistencia (100%) fiae el de las penicilinas y la oleandomicina. 

TERCERA.- Con la misma aplicación que en el caso anterior, los 

mayores niveles de sensibilidad antibiótica los hemos observado en el 

grupo de los aminoglucósidos, tetraciclinas, quinolonas, fenicoles, 

polimixina B y trimetoprim, que mostraron el 100% de sensibilidad en 

las cepas probadas. 

CUARTA.- Existe una multivariedad en el contenido plasmídico de 

H.alvei, como se desprende de que de las veinte cepas analizadas 

encontramos 16 plásmidos diferentes, siendo cepas multiplasmídicas el 

65% de las mismas. 

QUINTA.- La mayor parte de los plásmidos encontrados (82%) se han 

situado por debajo del ADN cromosómico de la bacteria. 

SEXTA.- Nuestro estudio facilita agrupar los plásmidos analizados en 

patrones, según el origen geográfico de la cepa, permitiéndonos 

discernir patrones europeos, americanos, y un perfil distinto para cepas 

de orígenes diferentes. 

SEPTIBIA.- No hemos encontrado en las cepas de H.alvei estudiadas 

una relación directa entre perfil plasmídico y una determinada 

resistencia antibiótica o nivel de virulencia para trucha común (Salmo 

trutta, L). 
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Veinte cepas de Hafnia alvei de distintos orígenes y fuentes se 

utilizaron para comparar métodos microbiológicos clásicos con el 

microsistema API 20E de identificación a la vez que realizamos un 

análisis de su contenido plasmídico, con el objetivo de describir 

patrones y relacionarlos con fenómenos de resistencia antibiótica, 

virulencia en trucha común y origen geográfico de la cepa. 

La extracción de ADN plasmídico la realizamos por el método de 

BIRNBOIM and DOLY (1979) e ISH-HOROWICZ and BURKE (1981). Los 

antibiogramas de todas las cepas de H.alvei los hicimos siguiendo el 

método de difusión de discos (BAUER-KIRBY., 1966), y se 

correlacionaron estos datos con los perfiles plasmídicos de cada cepa. 

Los estudios de virulencia los hicimos calculando la DL50 en trucha 

común, para cada cepa después de su inoculación experimental 

Tanto los métodos clásicos como el microsistema API 20E han 

sido adecuados en la identificación de las cepas de H.a/yei estudiadas. 

Debido a la gran variabilidad en los perfiles plasmídicos, a la 

diversidad heterogénea de resistencia antibiótica mostrada, y al elevado 

número de plásmidos detectados en las distintas cepas estudiadas, nos 

resultó imposible encontrar una correlación entre la resistencia 

antibiótica, virulencia de la cepa en trucha común y origen geográfico de 

la misma con los perfiles plasmídicos mostrados por Hafnia alvei 
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Twenty H.alvei strains from different origin and sources were 

used to compare classic microbiological methods and t±ie microstrips 

API 20E Systems for identification. They were also used to obtain the 

bacterium harbors plasmids. The job of this work was to describe 

different plasmids pat tems and looking for some relationship with 

antibiotic resistance, virulence in brown trout (Salmo trutta, L.) and 

geographic origin of the studied strain. 

Plasmid DNA was obtained by BIRNBOIM and DOLY (1979) and 

ISH-HOROWICZ and BURKE (1981) methods. Antibiotic sensitivity was 

measured by the disc diffusion methods (BAUER-KIRBY, 1966) and 

compared with the plasmid pat tems showed by all the strains studied. 

Virulence of H.alvei was measured in brown trout by lethal dose 50 test 

after intrapéritoneal inoculation. 

Classical methods as much as API 20E microstrips of 

identification have showed as reliable test with all the H.alvei strains 

used. It was imposible to find a relationship among virulence of strains 

tested in brown trout, antibiotic sensitivity and geographics origin of 

them, with the plasmids contents showed by all the strains. 
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Tabla 1.- Relación de cepas de H.alvei analizadas 

Cepa bacteriana 

187 

C34 

OR-1 

F4319 

XI 

4256 

4094 

1967 

842 

23 

2 4 

25 

30 

7 

14 

7 

11 

19 

ATCC 13337 

ATCC9760 

O r i g e n d e la c e p a 

Gallina ponedora, España 

Trucha Arcoiris, España 

Crema pastelera, España 

Enteritis humana^Reino Unido 

Enteritis humana. Reino Unido 

Sangre humana, E.E.U.U 

Esputo humano, E.E.U.U 

Heces hiunanas, E.E.U.U 

Vejiga humana,E.E.U.U 

Heces hvimanas, Francia 

Liquido gástrico humano,Francia 

Heces hvunanas, Francia 

Hiunano (desconocido), Francia 

Heces humanas, Francia 

Heces humanas, Francia 

Heces humanas, Marruecos 

Heces humanas, Francia 

Lagarto, Italia 

Heces humanas, E.E.U.U 

Paracolon humano, E.E.U.U 

Año de 

aislamiento 

1995 

1990 

1996 

1995 

1996 

1983 

1983 

1982 

1981 

1965 

1965 

1965 

1965 

1967 

1967 

1968 

1969 

1968 

1965 

1943 

Fuente* 

F.Real 

J.L.Múzquiz 

L. A. Rodríguez 

T.G.Winstanley 

T.G.Winstanley 

C.D.C 

C.D.C 

C.D.C 

C.D.C 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

Le Minor 

ATCC 

ATCC 

F.Reed. Facultad de Veterinaria. Universidad de Las Palmas de Gran Canaria. España. 

J.L.Múzquiz. Facultad de Veterinaria, Universidad de Zaragoza. España. 

L.A.Rodríguez. Facultad de Ciencias. Universidad de Vigo, Orense. España 

T.G.Winstanley. Hospital Royed Hallamshire, Shef&eld. Reino Unido. 

ATCC. American Type Culture Collection, Rockville, MD. Estados Unidos. 

CDC. Center for Disease Control and Prevention, Atlanta. Estados Unidos 

Le Minor. Instituto Pasteur, Paris. Francia 
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Tabla 2.- Interpretación de los niveles de resistencia 7 / o sensibilidad bacteriana a los 

diferentes antimicrobianoe utilizados 

GRUPO 

- PENICILINAS 
. 
, 
.̂  
^ B P A L O S P O R I N A S 

. 
.̂̂  

..,,. 

. 
s 

^ 
^^ONOGLICOSIDOS 
s . . 

s . 

^ 
^ 
^.^.TBTRACICLINAS 
. 
X . 

V 

V HACROLIDOS 
s. 

V . . 

- ^ _ QX7INOLONA8 
^ 
> 
X. , 

^ 
V . . 

POLimXINAS 
V 

-^^BAcmuícaAa 
N. 

^ PBNICOLB8 
•«̂^ 

^^TRIMBTOPRIM 
> ^ s . . _ 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOMB 

CEFOPERAZONA 
CEPOTAXIBIE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOUNICO (AC.) 

FLUMEQUINB 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

PLUORFBNICOL 

TRIMBTOPRIM 

CARGA 
DISCO 
(Mg/ÜI) 

10 
lOUI 

5 

30 
30 
30 
10 
75 
30 

10 
30 
10 
30 

30 
30 
3 0 

15 
15 

3 0 
2 

30 
5 
5 

300UI 

lOUI 

3 0 

5 

RESISTENTE 

0-11 
0-20 
0-9 

0-14 
0-14 
0-14 
0-18 
0-15 
0-14 

0-11 
0-13 
0-12 
0-14 

0-14 
0-12 
0-14 

0-13 
0-11 

0-13 
0-10 
0-21 
0-17 
0-14 

0-8 

0-8 

0-12 

0-10 

INTERMEDIO 

12-13 
21-28 
10-13 

15-22 
15-17 
15-17 

16-20 
15-22 

12-14 
14-17 
13-14 
14-15 

15-18 
13-15 
15-18 

14-17 
12-16 

14-18 

20-24 
18-22 
14-18 

9-11 

9-12 

13-17 

11-15 

SENSIBLE 

>14 
>29 
>14 

>23 
>18 
>18 
>19 
>21 
>23 

>15 
>18 
>15 
>17 

>19 
>16 
>19 

>18 
>17 

>19 
>11 
>25 
>23 
>18 

>12 

>13 

>18 

>16 
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Tabla 3.- Código y nivel de identificación suministrado por el sistema API 20-B con las 

cepas de H.alvel utüisadas 

CÓDIGO API 20-B 

4104112 

4105112 

4114112 

5105103 

5105110 

5105112 

5105113 

5115113 

5305103 

5305112 

CEPAS 

OR-1 

187/95 C-34 19-68 

XI 

14-67 

ATCC 9760 

25-65 23-65 7-68 

30-65 

F4319 

ATCC 13337 842-81 

24-65 

11-69 

7-67 4256-83 1976-82 4094-83 

NIVEL mramFicAcioN 

9 5 % 

99, 8 % 

99, 7 % 

BAJA DISCRIMINACIÓN 

9 8 % 

99, 8 % 

98,3% 

99, 7 % 

97, 3 % 

99, 9 % 

Tabla 4.- Caracteristicas bioquímicas de Hc^fhia cdvei 

Manual de Bergey de Bacteriología Sistemática. 

Indol 
VP (a 22'>C) 
VP (a 35°C) 
Citrato (a 22°C) 
Citrato (a 35°C) 
Producción H2S 
Ureasa 
Gelatinasa 
Lisina decarboxílasa 
Arginina dehidrolasa 
Omitina decarboxilasa 
Hidrólisis de la esculina 
ONPG 
Gas de glucosa 

-

-1-

V 

V 

-
-
-
-
+ 
-
-i-

-
V 

+ 

Producción de acido a partir de: 
Glucosa + 
L-arabinosa + 
Maltosa + 
Ramnosa + 
Xylosa + 
Manitol + 
Lactosa 
Melibiosa 
Rafínosa 
Sucrosa 
Sorbitol 
Inositol 

V.- reacciones variables 
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Tabla 5.- Identiflcaclón de H.alvei por pruebas bloquimlcas convencionales 

Tests 
P-galactosidasa 
Arginina dehidrolasa 
Lisina decarboxilasa 
Omitina decarboxilasa 
Utilización del Citrato 
Producción del HjS 
Ureasa 
Triptofano desaminasa 
Producción de Indol 
Producción de Acetoina 
Gelatinasa 
Glucosa 
Manitol 
Inositol 
Sorbitol 
Rhamnosa 
Sucrosa 
Melibiosa 
L- Arabinosa 
Salicina 
Maltosa 
Xilosa 
Citocromo-oxidasa 
Producción de NO2 
Movilidad 
N° placas de lisis (Fago)* 

187 
/95 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

350 

C34 
/90 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

126 

ORÍ 
/96 

-
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

215 

F4319 
/95 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

149 

XI 
/96 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

339 

4256 
/83 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

184 

4094 
/83 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

112 

1967 
/82 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

163 

842 
/81 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

149 

23 
/65 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

115 

24 
/65 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

161 

25 
/65 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

137 

30 
/65 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

121 

7 
/67 

+ 
-
+ 
+ 
+ 
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

127 

14 
/67 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

153 

7 
/68 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

210 

11 
/69 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
+ 
+ 
+ 
-
+ 
+ 

144 

19 
/68 

+ 
-
+ 
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

126 

ATCC 
13337 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
+ 
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

143 

ATCC 
9760 

+ 
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
-
-
+ 
+ 
-
-
-
-
-
+ 
-
+ 
+ 
-
+ 
+ 

134 
* Concentración del fago utilizado 1/10 

00 

S 
^ 

i 



Tablas y Fisuras 

Tabla 6.- Tabla de diíeienciación básica de la Familia Bnterobcuteriaceaea 

Test H.alvei Salmonella Serratia Edwardsiella Y.ruckeñ 

Fermentación de 
la glucosa 
KCN 
Reducción del Nitrato 
Acido del Glicerol 
Citrato 
Aiginina dehidrolasa 
Lisina decarboxilasa 
Omitina decarboxilasa 
Catalasa 
Producción H2S 
Gelatinasa 
Producción Indol 

+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 

+a 

+a 
+b 

V.- Resultados variables 
(a) más del 90% de las cepas positivas 
(b) excepto S.fonticóla 

Resultados obtenidos de SAKAZAKI & TAMURA (1992) y KRIEG & SNEATH (1994) 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.1.- Resultado del antibiograma de la cepa ATCC 1337 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOIX>NAS 

POLIMIXINAS 

BACITRACINAS 

FSNICOLES 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CEPAMANDOI^ 
CEPQUINOBIE 

CEFOPERAZONA 
CEPOTAXnSE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOmCINA 

ACNALIDDaCO 
OXOLINICO (AC.) 

PLUMEQUINE 
ENROPLOXACINA 

BIARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
O 
0 

22 
2 4 
21 
19 
25 
22 

15 
2 0 
2 0 
21 

22 
17 
18 

16 
0 

22 
30 
28 
3 3 
35 

12 

0 

2 0 

25 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBIA 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBI£ 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fi2uras 

Tabla 7.2.- Resultado del antlbiograsna de la cepa XI 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACR0LID06 

QÜINOLONA8 

POLIMIXINAS 

BACITRACINAS 

PBNICOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEPABIANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAHICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

BIARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIHETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
O 

0 
0 
0 

2 0 
2 0 
17 

12 
18 
17 
17 

17 
15 
15 

14 
0 

23 
30 
2 6 
35 
35 

14 

0 

22 

19 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBUC 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBI^ 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.3.- Resaltado del antibU^rrama de la cepa LM 14-67 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIOOS 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POLimXINAS 

BACITRACINAS 

FBNIOOLB8 

TRIMETOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CBPUROXIMB 
CEPOXITINA 

CBPAMANDOLE 
CEFQUINOBIE 

CEFOPBRAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAiaCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

PLUORFBNICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

2 0 
2 4 
2 0 
25 
2 4 
16 

13 
2 0 
21 
19 

21 
12 
17 

10 
0 

22 
3 0 
2 8 
31 
3 3 

12 

O 

2 0 

19 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBI^ 
SENSIBLE 
SENSIBU£ 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBIA 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.4.- Resultado del antibiograma de la cepa 30-65 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN06LIC0SID0S 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QÜINOLONAS 

POLIMIXINAS 

BACITRACINAS 

FBNICOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEPAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CBFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OI^ANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
BNROPLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
O 
0 

2 0 
25 
2 0 
25 
25 
18 

14 
2 4 
21 
21 

25 
19 
19 

14 
0 

27 
32 
28 
35 
36 

14 

9 

25 

25 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SBNSIBUS 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.5.- Resaltado del antibiograma de la cepa 25-65 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBFALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TETRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QÜINOLONAS 

POLIMDaNAS 

BACITRACniAS 

FBNIOOLBS 

TRDIBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAUnCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIDmCO 
OXOUNICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
BNROFLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIHETOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
0 
0 

22 
2 4 
22 
3 0 
30 
20 

17 
2 0 
18 
22 

20 
2 0 
17 

17 
0 

22 
29 
2 4 
26 
4 0 

14 

0 

27 

2 0 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 

RESISTENTE 

SBNSIBUC 
SBNSmUB 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBUS 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fi2uras 

Tabla 7.6.- Resultado del antíbiograma de la cwpa LM 11-69 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN06LIC0SID0S 

TBTRACICUNAS 

MACR0LID08 

QUINOLONAS 

POLimXINAS 

BACITRACINAS 

FBNICX>LBS 

TRIMETOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXinNA 

CEPAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXnfE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAmCINA 
AMKACINA 

. OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRnaSTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

23 
23 
22 

12 
19 
18 
20 

24 
17 
19 

12 
0 

23 
27 
2 4 
2 4 
33 

15 

0 

2 0 

2 3 

NIVEL DE SEN8IBIUDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 
SENSIBLE 

SBNSIBIA 
SENSIBIA 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SBNSIBUS 

SBNSIBIA 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.7.- Resoltado del antibiosrama de la cepa OR-1 

GRUPO 

PBNICIUNAS 

CBFALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TETRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QÜIHOLONAS 

POLIMIXINAS 

BACITRACIRAS 

FBNICOLB8 

TRIMETOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEFXJROXIMB 
CEFOXITINA 

CEFAUANDOLB 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXnyiE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMdCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

BRITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

23 
20 
20 

2 0 
2 0 
2 0 
17 

23 
18 
17 

2 0 
0 

21 
30 
27 
31 
32 

13 

0 

2 0 

22 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBUÍ 

RESISTENTE 

SENSIBI^ 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI2 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.8.- Resoltado del antibic^rrama de la cepa ATCC 9760 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBFALOSPORINAS 

AMIN0GLIC0SID08 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUnfOLONAS 

POLimXINAS 

BACITRACINAS 

FBNICOLES 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEFUROXnSB 
CEFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEPQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXnUE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOUNICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
ENROPLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENBIM 

0 
0 
0 

17 
13 
12 
25 
21 
16 

16 
19 
21 
20 

25 
15 
18 

12 
0 

26 
3 4 
33 
35 
37 

14 

0 

25 

2 3 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI£ 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBI£ 
SENSIBLE 
SENSIBUS 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBI£ 

95 



Tablas y Fisuras 

Tabla 7.9.- Resoltado del antibiograma de la cepa 4094-83 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN0GLIC08ID0S 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUmOLONAS 

POLimXINAS 

BACITRACINAS 

FBNIOOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
BIETICILINA 

CBFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CBFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOmCINA 

ACNALIDmCO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIBIBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

25 
28 
30 
21 
28 
23 

20 
25 
26 
22 

21 
15 
17 

13 
0 

20 
31 
28 
28 
35 

16 

0 

22 

18 

NIVEL DE SENSmiLIOAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 

% 



Tablas y Fisuras 

Tabla 7.10.- Resaltado del antibiograsna de la cepa 4 2 5 6 / 8 3 

GRUPO 

PENICILINAS 

CEPALOSPORDfAS 

AHINOGLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACR0LID08 

QUINOLONAS 

POUMIXINAS 

BACITRACINAS 

PBNICOLBS 

TRDIfBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CEPAMANDOLE 
CEPQUINOME 

CEPOPERAZONA 
CEPOTAXmE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOBOCINA 

ACNALIDmCO 
OXOLINICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
ENROPLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACDIA 

PLUORPENICOL 

TRUÍETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

O 
0 
0 

0 
17 
0 

20 
20 
25 

13 
24 
18 
18 

18 
17 
18 

15 
0 

20 
2 7 
24 
25 
3 4 

13 

0 

28 

2 0 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 
SEHWBLR 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBIA 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.11.- Resoltado del antibiograma de la cepa 187 /95 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBFALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TETRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POUMIXINAS 

BACITRACINAS 

FBNICOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CEPAMANDOLE 
CEPQUINOMB 

CEPOPBRAZONA 
CEPOTAXIBIB 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

ACNALIDIXICO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
ENROPLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLniKINA B 

BACITRACINA 

PLUORPENICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

21 
23 
2 0 
28 
26 
23 

2 0 
20 
19 
2 4 

2 0 
19 
19 

18 
0 

23 
29 
25 
35 
34 

15 

0 

28 

2 0 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLS 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI^ 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Figuras 

Tabla 7.12.- Resultado del antibiograma de la cepa 1967/82 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPAIX>SPORINAS 

AMIN0GLIC06ID0S 

TBTRACICLINAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POUHDONAS 

BACITRACINAS 

FBNICOLB8 

TRIMETOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CEPAMANDOLE 
CEPQUINOME 

CEPOPBRAZONA 
CEPOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMCINA 
AMIKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOmCINA 

ACNALIDmCO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMEQUINE 
BNROPLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACDVA 

PLUORPENICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

21 
21 
20 

17 
21 
22 
2 0 

2 3 
2 0 
18 

16 
0 

22 
28 
26 
34 
35 

14 

0 

22 

21 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBI^ 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBIA 
SENSIBI^ 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBI£ 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fisuras 

Tabla 7.13.- Resultado del antíbioframa de la cepa 8 4 2 / 8 1 

QRUPO 

PENICILINAS 

CBFALOSPORINAS 

AMINOOLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QÜINOLONAS 

POLIMIXINAS 

BACITRACnfAS 

FBNIOOLBS 

TRIMETOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEPABIANDOLE 
CEFQUINOME 

CBFOPBRAZONA 
CEFOTAXniE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICUNA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIOIXICO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
0 
0 

10 
22 
10 
25 
23 
12 

14 
23 
24 
2 0 

24 
20 
18 

10 
0 

25 
30 
28 
35 
38 

14 

0 

25 

20 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBI^ 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.14.- Resultado del asitibif>crama de la cepa LM 7 / 6 7 

GRUPO 

PENICILINAS 

CEPALOSPORINAS 

AMINOGLICOSIDOS 

TETRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POUMIXINAS 

BACITRACINAS 

FBNICOLB8 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPE»lAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLDfA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOUNICO (AC.) 

FLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIUETOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
0 
0 

13 
24 
23 
25 
24 
22 

14 
21 
20 
21 

23 
20 
18 

13 
0 

20 
33 
25 
30 
30 

14 

0 

2 4 

23 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Figuras 

Tabla 7.15.- Resultado del antibiograma de la cepa LM24/65 

QRUPO 

PBNICILIIIAS 

CBFALOSPORINAS 

AHINOGLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUmOLONAS 

POLIMIXIHAS 

BAClTRACnfAS 

FBNICOUES 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CBFUROXIMB 
CBFOXITINA 

CBFABIANDOLE 
CBFQUINOME 

CEFOPBRAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

ACNALIDCaCO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
BNROFLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
0 
0 

2 0 
22 
16 
28 
25 
2 0 

17 
25 
24 
2 3 

22 
2 0 
16 

12 
0 

25 
33 
30 
26 
38 

15 

0 

28 

25 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SBNSIBIA 

RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SBNSIBI^ 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.16.- Resultado del antíbiograma de la cepa LM 2 3 / 6 5 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN0QLIC0SID08 

TETRACICLINAS 

MACROLIDOS 

QUmOLONAS 

POLimXINilS 

BACITRACINAS 

PBRIOOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

ABflPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXmE 
CEPOXITINA 

CEPAMANDOLB 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

6ENTABOCINA 
AMKACOfA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

ERITROMICINA 
OI^ANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

22 
22 
19 

16 
22 
2 0 
18 

21 
18 
16 

15 
0 

25 
3 0 
28 
27 
35 

15 

0 

25 

18 

NIVEL DE SBNSIBILIDAO 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBIA 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBI^ 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBIA 

RESISTENTE 

SENSORIA 

SENSIBLE 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.17.- Resoltado del antibiograma de la cepa F4319 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AmNOGLICOSIDOS 

TBTRACICUNAS 

MACR0LID06 

QUINOLONAS 

POUMIXINAS 

BACITRACINA8 

FBNI0OLB8 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CEFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEPOTAXmE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMIKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICLINA 

BRITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

23 
22 
19 

14 
20 
2 0 
18 

2 0 
17 
16 

13 
0 

31 
3 0 
2 7 
27 
3 3 

13 

0 

22 

2 0 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSmiA 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBIA 
SBNSIBIA 

SENSIBUS 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Fisuras 

Tabla 7.18.- Resaltado del antibiograma de la cepa C/34 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN06UC0SID06 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POUMIXINAS 

BACITRACINAS 

PBNICOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEPUROXIME 
CEPOXITINA 

CBPAMANDOLE 
CEPQUINOME 

CBPOPERAZONA 
CEFOTAXnflB 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICUNA 

ERITROMICINA 
OLEANDOMICINA 

ACNALIDCaCO 
OXOUNICO (AC.) 

FLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

IIARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

15 
24 
18 
25 
27 
21 

13 
20 
18 
15 

2 0 
18 
19 

10 
0 

22 
30 
2 4 
26 
32 

18 

0 

2 0 

19 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBIA 

RESISTENTE 

SENSIBUB 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBUS 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Figuras 

Tabla 7.19.- Resultado del antibiograma de la cepa LM 19 /68 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMINOOLIC08ID08 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUINOLONAS 

POLnaXINAS 

BACITRACOfAS 

FBNICOLB8 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

CEFUROXmE 
CBPOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPERAZONA 
CEFOTAXmE 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOLINICO (AC.) 

PLUMBQUINE 
ENROPLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRIMETOPRIM 

DIÁMETRO 
BNMM 

0 
0 
0 

o 
0 
0 

2 0 
0 
12 

15 
20 
21 
18 

27 
17 
20 

13 
0 

20 
31 
30 
28 
30 

14 

0 

24 

24 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBIA 
SENSIBLE 
SENSIBUB 

SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBLE 
SENSIBI£ 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 

SENSIBIA 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas y Fi2uras ,."•-

Tabla 7.20.-Resiiltado del antibit^Enuaui de la cepa LM 7 / 6 8 

GRUPO 

PENICILINAS 

CBPALOSPORINAS 

AMIN0GLIC0SID08 

TBTRACICUNAS 

MACROLIDOS 

QUIMOLONAS 

POUMOaNAS 

BACITRACINAS 

PBNICOLBS 

TRIMBTOPRIM 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CEFUROXIME 
CBFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFOPBRAZONA 
CEFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTAMICINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

ERITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMEQUINE 
ENROFLOXACINA 

BIARBOPLOXACINA 

POLDf IXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIMBTOPRIM 

DIÁMETRO 
ENMM 

0 
0 
0 

0 
0 
0 

2 2 
20 
0 

13 
22 
2 0 
19 

22 
17 
16 

12 
0 

18 
3 3 
20 
26 
3 0 

13 

0 

21 

19 

NIVEL DE SENSIBILIDAD 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

SENSIBUB 
RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENSIBLE 
SENSIBI£ 

SENSIBLE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 

RESISTENTE 
RESISTENTE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 

RESISTENTE 
SENSIBLE 
SENKBIA 

SENSIBLE 

RESISTENTE 

SENSIBLE 

SENSIBLE 
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Tablas v Figuras 

Tabla 8.- Resumen de los resoltados del antíbiograma por grupos de antibióticos de 
todas las cepas de H.alvel estudiadas 

Grupo 

penicilinas 

Cefalospoiinas 

Aminoglucó sidos 

Tetxaciclinas 

Macrólidos 

Quinolonas 

Polimixinas 

Bacitracinas 

Fenicoles 

Trimetoprím 

Antibiótico 

Ampicüina 
Penicilina G 
Meticilina 

Cefuroxime 
Cefoxitína 
Cefamandole 
Cefqvúnome 
Cefoperazona 
Cefotaxime 

Estreptomicina 
Kanamicina 
Gentamicina 
Amikacina 

Oxitetraciclina 
DoxicicMna 
Tetraciclina 

Erítromicina 
Oleandomicina 

Ac.nalidixico 
Ac. Qxolínico 
Flumequine 
Enrofloxacina 
Marbofloxacina 

PolimixinaB 

Beicitracina 

Fluorfenicol 

Trimetoprim 

n°cepas resistentes(%) 

20 (100) 
20 (100) 
20 (100) 

19 (95) 
10 (50) 
12 (60) 
0(0) 
5(25) 
17 (85) 

11 (55) 
0(0) 
0(0) 
1(5) 

2(10) 
4(20) 
15 (75) 

18 (90) 
20 (100) 

0(0) 
0(0) 
5(25) 
0(0) 
0(0) 

0(0) 

20 (100) 

0(0) 

0(0) 

Resultados para 
Acuicultura* 

n 'cepas resistentes(%) 

20 (100) 
20 (100) 
20 (100) 

9(45) 
8(40) 
9(45) 
0(0) 
1(5) 
1(5) 

0(0) 
0(0) 
0(0) 
0(0) 

0(0) 
0(0) 
0(0) 

0(0) 
20(100) 

0(0) 
0(0) 
0(0) 
0(0) 
0(0) 

0(0) 

1(5) 

0(0) 

0(0) 

^Lectura hecha considerando simplemente si había o no inhibición de crecimiento para cada 
antibiótico utilizado 
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Tablas v Figuras 

Tabla 9.- Número y tipo de plásmidos detectados en las cepas de Hctfnia ab>ei 
estudiadas. 

Cepa 
Número total 
de plásmidos 
presentes 

Plásmidos presentes 

187/95 

C34/90 

ORl/96 

F4319/95 

XI/96 

4256/83 

4094/83 

1967/82 

842/81 

23/65 

24/65 

25/65 

30/65 

7/67 

14/67 

7/68 

11/69 

19/68 

ATCC 13337 

ATCC 9760 

3 

3 

2 

1 

1 

3 

4 

3 

2 

1 

1 

3 

1 

2 

2 

8 

1 

1 

1 

3 

b, K 

c, m. 

a, c 

c 

b 

c, g, 

c, g, 

c, d, 

b, c 

c 

c 

b, j , 

b 

b, c 

b, c 

b, c, 

b 

n. 

n 

h 

K i 

h 

1 

e, f, h, 1, o, ñ 

c, g, h 
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Tablas v Figuras 

Tabla 10.- Relación entre contenido en plásmidos y viralencHa de las cepa» de H.cüvei 

estudiadas en trucha común [Seümo tnittOy I^. 

CEPA 

F4319 

ATCC9760 

C/34 

XI 

OR/1 

ATCC 13337 

187/95 

DOSIS LETAL 50 

1.8x106 

1.3 X 10 6 

7.4 X 10 8 

2.15 X 10^ 

1.3 X 10^ 

> 108 

2.5 X 107 

CONTENIDO EN PLASBIIDOS 

Plásmido c 

Plásmido c, g, h 

Plásmido c, m, n 

Plásmido b 

Plásmido a, c 

Plásmido a 

Plásmido b,k,n 
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Tablas v Figuras 

Tabla 11.-Resaltado de los antibiognunas de las cepas españolas 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
METICILINA 

CBFUROXIME 
CBFOXITINA 

CBFAMANDOLE 
CBFX2UINOME 

CEFOPBRAZONA 
CBFOTAXIMB 

ESTREPTOMICINA 
KANABUCINA 

GENTABSICINA 
AMKACINA 

OXITBTRACICLINA 
DOXICICLINA 

TBTRACICUNA 

ERITROMICINA 
OLEANDOBflCINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOUNICO (AC.) 

PLUMEQUINB 
ENROFLOXACINA 

MARBOPLOXACINA 

POLIMIXINAB 

BACITRACINA 

FLUORFBNICOL 

TRIMBTOPRIM 

187 /95 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 

S 
R 

S 
S 
S 
S 

s 
s 
R 

s 
s 

C/34 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 

s 
R 

R 
S 
S 
R 

S 

s 
s 
R 
R 

S 

s 
R 
S 
S 

s 
R 

s 
s 

OR/1 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 
R 
R 

S 
S 
S 
S 

S 

s 
R 

S 
R 

S 
S 
S 
S 
S 

s 
R 

S 

s 
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Tabla 12.-Resiiltado de los antibiogiamas de las cepas americanas 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
BIBTICILINA 

CBFUROXIMB 
CBPOXITINA 

CBPAMANDOLE 
CBFQUINOMB 

CBPOPEERAZONA 
CBFOTAXIMB 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GBNTAMICINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICUNA 

ERITROMICINA 
OLBANDOMICINA 

ACNALIDDaCO 
OXOLINICO (AC.) 

FLUMBQUINE 
BNROFLOXACINA 

MARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACINA 

FLUORFENICOL 

TRIUBTOPRIM 

ATCC 
13337 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
R 

S 
S 
S 
S 

S 
S 
R 

R 
R 

S 
S 
S 
S 
S 

S 

R 

S 

S 

ATCC 
9760 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 
S 
R 

S 
S 
S 
S 

S 
R 
R 

R 
R 

S 
S 
S 
S 
S 

S 

R 

S 

S 

8 4 2 / 8 1 

R 
R 
R 

R 
S 
R 
S 

s 
R 

R 
S 

s 
s 
s 
s 
R 

R 
R 

S 
S 
S 
S 
S 

S 

R 

S 

S 

1967/82 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 
S 
R 

R 
S 
S 
S 

s 
s 
R 

R 
R 

S 
S 
S 
S 

s 
s 
R 

s 
s 

4094/83 

R 
R 
R 

S 
S 
S 
S 
S 
S 

S 
S 
S 
S 

S 
R 
R 

R 
R 

S 
S 
8 
S 
S 

s 
R 

S 

s 

42S6/83 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 
R 
S 

R 
S 
S 

s 
R 
S 
R 

R 
R 

S 
S 
R 
8 
8 

S 

R 

8 

8 
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Tabla IS.-Resnltado de los antibiograinas de las cepas francesas 

ANTIBIÓTICO 

AMPICILINA 
PENICILINA G 
MBTICILINA 

_ CBFUROXIME 
CBFOXITINA 

CEFAMANDOLE 
CEFQUINOME 

CEFX>PERAZONA 
CBFOTAXIME 

ESTREPTOMICINA 
KANAMICINA 

GENTABOCINA 
AMKACINA 

OXITETRACICLINA 
DOXICICLINA 

TETRACICLINA 

BRITROMICINA 
OLEANDOmcINA 

AC.NALIDIXICO 
OXOLDflCO (AC.) 

FLÜMBQUINE 
ENROFLOXACINA 

BIARBOFLOXACINA 

POLIMIXINA B 

BACITRACDfA 

FLUORFBNICOL 

TRIMBTOPRIM 

LM 
2 3 / 6 5 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 
S 
R 

S 

s 
s 
s 

s 
s 
R 

R 
R 

S 
S 

s 
s 
s 

s 
R 

s 

s 

LM 
24/65 

R 
R 
R 

R 
S 
R 
S 

s 
R 

S 

s 
s 
s 

s 
s 
R 

R 
R 

S 
S 
S 

s 
s 

s 
R 

s 

s 

LM 
7/67 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
R 

R 
S 
S 
S 

S 
S 
R 

R 
R 

S 
S 
8 
S 

s 

s 
R 

S 

s 

LM 
25/65 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
R 

S 
S 

s 
s 

s 
s 
R 

R 
R 

S 
S 
R 

s 
s 

s 
R 

S 

s 

LM 
30/65 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
R 

R 
S 

s 
s 

s 
s 
s 
R 
R 

S 
S 
S 

s 
s 

s 
R 

S 

s 

LM 
14/67 

R 
R 
R 

R 
S 
S 
S 
S 
R 

R 
S 

s 
s 

s 
R 
R 

R 
R 

S 

s 
s 
s 
s 

s 
R 

s 

s 

LM 
11/69 

R 
R 
R 

R 
R 
R 
S 

s 
R 

R 
S 
S 
S 

S 

s 
s 
R 
R 

S 
S 
R 
S 
S 

s 
R 

S 

s 
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Tablas v Fisuras 

Patrón 1.- Cepas LM 24/65, LM 
23/65, F4319 y LM 19/68 

Patrón 2.- Cepas XI, LM 30/65 y 
LM 11/69 

Patrón 3.-cepa 187/95 

Patrón 4.- Cepa C/34 

Patrón 5.- Cepa OR/1 

Patrón 6.- Cepa LM 25/56 

Patrón 7.- Cepa LM 15/67 y 
LM 7/67 

Figura 2.- Patrones plasmídícos representados por las cepas de H.alvei 
de origen europeo estudiadas 

Patrón 1.- Cepas 4256/83 y ATCC 9760 

Patrón 2.-Cepa 4094/83 

Patrón 3.-cepa 1967/82 

Patrón4.-Cepa 842/81 

Patrón 5.- Cepa ATCC 1337 

Figura 3.- Patrones plasmídicos representados por las cepas de H.alvei de 

origen americano estudiadas. 

*C.- ADN cromosómico 
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Figura 4.- Extracción ADN plasmídico con el protocolo de TORANZO (1983) 

1.- Cepa ATCC 13337 
2.- Cepa XI 
3.- Cepa LM14/67 
4.- Cepa 1967/82 
5.-Cepa LM 25/56 
6.- Cepa LM 11/69 
7." Cepa OR/1 
8.- Cepa ATCC 9760 
9.- Cepa 4094/83 

lO.-Cepa 
ll.-Cepa 
12.-Cepa 
13.-Cepa 
14.-Cepa 
15.-Cepa 
16.-Cepa 
17.-Cepa 
18.-Cepa 

4256/83 
187/95 
C/34 
842/81 
LM 24/65 
F4319 
LM 30/65 
LM 19/68 
LM7/68 

U6 
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