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Introducción.

La capacidaddeSerratía marcescensdecrecersobrecualquiertipo de materia

orgánicaproduciendoun pigmentorojo oscuro(prodigiosina)de aspectosimilar al

de la sangre,ha creadoen tomo a este microorganismoun halo de misterio y

superstición.Las primerasreferencias,aunqueindirectas,de individuosdel genero

Serratiadatandetanantiguocomodel año332A.C. cuandolastropasmacedonias

de AlejandroMagno en la ciudaddeTiro, seenfervorizaronantela observaciónde

un hecho“milagroso”: del interior delasporcionesdelpandestinadoal alimentode

la tropa,aparecíangotasde sangrefresca.Este fenómenofue interpretadocomo la

profecíadel triunfo y empujó al previamentedesanimadoejército a la victoria.

Referenciassimilaresa la narradaanteriormente,se encuentranfacilmenteen la

literatura hasta mediadosdel siglo XIX. En 1850 Ehrenbergrecopila casi 100

referenciashistóricasque hacenmención a aparicionesmilagrosasde sangreen

alimentos(1). En 1823 BartolomeoBizio, un jovenfarmaccútico,demuestraquela

sangre’eraproducidapor un organismovivo clasificadode maneraerróneacomo

un hongo.Bizio denominaa esteorganismoSerratiamarcescensen honoral físico

italiano SerafinoSerrati,quienen la opinión de Bizio había sido menospreciadoa

favor de suscolegasamericanospor la invención y desarrollode la máquinade

vapor aplicada al transportepor agua. Marcescensderiva de la palabra latina

marceo” que significa ‘decaer’ dadoque Bizio observabaque el pigmento y su

consistenciaevolucionabanrapidamentepasandode una forma rosa—fluida a otra

rojo—púrpurade aparienciaviscosa.Desdeestemomentosehan sucedidodistintos

nombresparadesignara estemicroorganismode entrelos queseencuentranMucor

sanguineus, Monas prodigiosa, Micrococcusprodigiosus, Bacillus prodigiosus,

2



Introducción.

Salmonellamarcescens,Salmonellaprodigiosa,Chromobacteriumprodigiosumetc

(1). En la primera edición del Manual of DeterminativeBacteriology de Bergey

publicadaen 1923 sevolvió a la denominaciónoriginal de Serratiamarcescens.

La división del géneroSerradaen susdistintasespecies,no ha sido menos

conflictiva y seha visto sujetaacontinuoscambiosa lo largo del tiempo asícomo

a variacionesimportantesentredistintosautores.En la cuartaedicióndel Manual

of DeterminativeBacteriologyde Bergeysecitaban27 especiesdentrodel género,

5 en la quintaedición y sólo unaen la octavaedición (2). La taxonomíaaceptada

actualmentecoincide con la aparecidarecientementeen la novena edición del

Manual of DeterminativeBacteriologyde Bergy (3) que consideraal génerocon

número de orden VII dentro de la Familia de las Enterobacteriaceae,tribu

Klebsielleae,y lo divide en las siguientesespecies:5. marcescens,5. liquefaciens,

& plymuthica, £ rubidea, £ odorifera y £ ficaria. En dicho manual se indica la

subdivisiónde £ liquefaciensen tres genoespecies:5. liquefacienspropiamente

dicha, £ proteamaculansy £ grimesil. La antigua especie£ fonticola aparece

catalogadadentrodel apartadoIncertaeSedis.Posteriormentea la publicacióndel

ManualBergey’s,ha sido aceptadounanuevaespeciedelgénero:5. entomophita(4)

quesecaracterizafundamentalmentepor su incapacidadde fermentarel sorbitol.

Los miembrosdel géneroSerratia son bacilosgram negativoscortosy rectos

de 0.5—0.8 ~tmde diámetroy 0.9—2.0 gm de longitud, generalmentemóviles,por

bacilos peritricos. Son anearobiosfacultativos, oxidasa negativos, fermentan la

3



1 n u o du cc i ó n.

glucosay reducenel nitrato. Son en general indol negativo, Voges—Proskauer

positivo y

Citrato de

5 ¡ m m o n s

positivo. Son

productores de
Pruebas bioquímicas diferenciales da las distintas especies

del gánero Serratia así como de géneros próximos.
un gran número

de enzimasque resultan muy útiles en su identificación tales como catalasa,

desoxirribonucleasaextracelular,gelatinasa,lipasa, lecitinasa, quitinasa,esterasa

(hidrólisis dc Tween 80), una proteasaque hidroliza caseínay fibrinolisina y

fosfatasa (2). Algunas pruebasbioquímicasútiles para la diferenciaciónde las

distintas especies, así como de otros miembros próximos de la familia

Enterobacteriaceac aparecen recogidas en la tabla. Como el resto de

Enterobacteriaceae,Serrabaspp. crecebien en mediosde cultivo ordinarios,bajo

condicionesaerobiaso anaerobias.Casi todaslas cepasson capacesde creceren un

rangode temperaturasentre10 y 370C. a pH entre5 y 9 y conun contenidode NaCí

de 0—4% Las coloniasson generalmenteopacas,algo iridiscentesy puedenser de

color blanco,rosao incluso rojo intensoy tienenun tamañoaproximadode 1.5 a 2

mm. despuésdc una incubación dc 18 horas sobre un medio de cultivo nutritivo

sólido. Los cultivos pueden producir un olor similar al dc la orina o pescadoen

descomposiciónatribuido a la producción de trimetilamina y amoniaco (S.

ína¡~cescen~ 5. Iiquefaciens~5. plyinuthica y 5. rubidea) o a humedadsimilar al de

la patatacrudadebidoa la apariciónde 2.-metoxi--3—.isopropil—-pirazina(5. odorifera,

gAlawat,dtns SnzvkU,A ~flt,tQ.~A.t~Z1Pp, beLks.spm.

‘1 -

r,ti A o

Celatln1g3

lech1 teso

LI

1,, ma
erg. d~ht.irol - — ¼‘—

1—
Ud’. laloceto —

Proa- pigmeito .1— - -
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Introducción.

& ficaría y £ rubidea) (3). A pesardequeestemicroorganismono requieremedios

especialespara crecer, se han propuesto algunos medios selectivos para su

identificación y el cálculode la incidenciadeSerratiaendiversostiposde mestras

contaminadastalescomoheces(2).

LasdiversasespeciesdelgéneroSerradaseencuentranampliamentedistribuidas

en la naturaleza,puedenencontrarseen las aguasdulces, en las hojas vegetales,

frutos, hongoshierbasy musgos.Lasplantaspuedenconstituirel vehículodeentrada

al entornoecológicodel hombre.Ademásmuchosinsectosestáncolonizadospor

miembrosdel género;algunosde ellos puedenser patógenospara las numerosas

especiesde los quesehanaislado.Un númeroconsiderablederepresentantessehan

establecidoen los hospitales,en donde son una causaimportante de infección

nosocomial(5).

Aunque existenalgunosejemplosen la literaturade aislamientosen muestras

clínicasdeotrasespeciesdeSerratia (6,7,8), la especiemásdifundiday la demayor

relevanciaclínica es sin duda alguna5. marcescens.La característicafundamental

dediferenciaciónde 5. rnarcescensconotros miembrosdel géneroessu incapacidad

de fermentarla L—arabinosa.Un porcentajede cepasproducenel típico pigmento

rojo prodigiosina.Esteporcentajeesmayoren lascepasaisladasdemediosnaturales

queen las cepasaisladasen relacióncon la clínica.

5



1 it troducción.

Dos pigmentos pueden ser producidospor £ marcescens,prodigiosina y

pirimina (3). La prodigiosina (2—metil--3—amil—6—metoxi—5--(2—pirril)—2,2’—

dippirrilmeteno)esun pigmentono difusible, insolubleen aguay queestáunido a

la envueltacelular. Este pigmento es producidopor los biotipos Al y A2 de £

niarcescens.Las colonias producidaspor cepasproductorasde prodigiosinason

tota], o parcialmenterojas. La expresióndel pigmentoencepascondicha capacidad

así comola intensidaddel mismo en placa,quepuedevariar entreel naranja,rosa,

rojo o magenta,dependenen gran medida de las condicionesambientales.Las

condicionesóptimassealcanzanen un mediopotenciadorde la producción,Agarde

01-1 0CM3

ji II ->1
N N CHO N N
H H H 01-40

HBC MEC

00>43 1CH214 CH3

‘4 C~~~~NCH3

ti H

prodigiosiii a

ICH2ICH3

tic 13

MAP

UuUa de síntes~É do ]a prodiqiosina.

glicerol y peptona (9) y a 33
0C (20—350C). El pigmento no se produce bajo

condicionesdc anaerobiosis.La síntesis en la célula se lleva a cabo tras la

condensaciónde doscompuestos,el 2—metilo—3-—amii--pirro!(MAP) y cl 4—metoxi—

2.~2tbipirrol~5~carboxaldehído(MBC) (figura). Se han aisladodiversos tipos de
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Introducción.

mutantesno pigmentadoscon alteracionesen las rutasde síntesisde cualquierade

los dos precursores.La prodigiosinapuedesersintetizadatambién,aunqueconuna

frecuenciamucho menor, por &plymuthica, S. rubidea y £ liquefaciens.El otro

pigmento, la pirimina (ácido L—2(2—piridil)—pirrolina—5—carboxílico) (3) es

producidopor algunascepasdel biotipo A4. Es necesariala presenciade ionesde

hierro en el medio de cultivo para su producción. Se trata de un pigmento rosa

difusible y solubleen agua.Cuandoseproduceestepigmento,el mediovira a rosa

mientrasque las coloniasbacterianaspermanecenblancaso ligeramenterosadas.

Tambiénhasidodescritala produccióndeunpigmentoamarillodifusible por cepas

deSerradamarcescens(11».Setrata delácido2—hidroxi—5—carboximetilmucónico

(CHMSA) queesproducidoporla roturaenmetadelácido3,4—dihidroxifenilacético

(3,4—DHP) por la enzima 3,4—DHP 2,3—dihidrogenasa.Ambos metabolitosestán

implicadosen el metabolismode compuestosaromáticos.

AlgunascepasdeSerradamarcescenssoncapacesdeproducirunahemolisina,

que, al contrarioque otrashemolisinasdescritasen bacteriasque son excretadasal

medio extracelular,permaneceasociadaa las envueltascelulares.La hemolisinade

Serrada,está formadapor dosunidadesproteicas,ShlA y ShIB (11). Pareceserque

la subunidad activa es ShlA que actúa integrándoseen la membranade los

eritrocitos,formandocanaleso poros hidrofílicos queprovocanlisis osmótica.En

estemodelo, la subunidadShlB actuaríacomo activadora(12). La hemolisinade

Serradamarcescensno requiereionescalcio, y esdependientede un metabolismo

celularactivo.

7



Introducción.

Serradamarcescensescapazde producir dos tipos distintos de bacteriocinas

(marcescinas),unasde produccióespontánea,resistentesa tripsina, cloroformo y

calor, sensiblesa ácidosy con movilidad electroforética,denominadastipo í$Att, y

otras sensibles a tripsina, cloroformo y calor, resistentes a ácidos y

electroforéticamenteinmóviles,denominadastipo “B” (13).Sólolasbacteriocinasde

tipo A son activas frente a otras cepasde Serratia marcescens.Ambos tipos de

bacteriocinaspuedenser producidospor Serratiaodorifera, mientrasque Serrada

rubidea sólo escapazde producir lasde tipo A, y Serratia liquefaciensy Serratia

ficaria producensólo las de tipo B (3).

La estructuraantigénicade £ marcescensescompleja,trestipos de antígenos

puedendiferenciarse:antígenossomáticos u “O”, antígenosflagelareso “H” y

antígenosde la envueltacelulary cápsulao “K”. Desdelos 6 primerosantígenos

O descritospor Davis y Woodwarden 1957 hastala actualidad,nuevosantígenos

somáticoshansidodescubiertoshastallegaral númeroactualdc 24 (01, 02,...,024)

(14). Dichosantígenosson complejosde naturalezapolisacárida,establesal calor,

resistentesa alcoholes,solublesen ácidosy puedentenerciertautilidad en tipación

serológicaa pesardel gran número de reaccionescruzadasde aglutinaciónque

ofrecen sus antisueros.Los antígenosflagelares dependende la variedad y

ordenaciónde los aminoácidosque forman la flagelina del filamento. Hasta la

actualidadse handescrito26 antígenosH (H1, H2,..., H26) (14). Los antígenosK

no han sido estudiadosen profundidaden £ rnarcescenshastael momento. Su

naturalezaquímicaesglicoprotéica.Se denominaA al antígenocapsulary L y B a

8



Introducción.

los antígenosde superficiede la envueltacelular.L y B sonfacilmentedistinguibles

por susdiferenciasencuantoa estabilidadal calor (2).

Hastala décadade los 50, & marcescensera consideradoun microorganismo

saprofito, y ha sido por ello utilizada en numerosasocasionescomo marcador

biológico. Cabedestacarel experimentorealizadopor M.H. Gordonpor el cual tras

realizar gargarismoscon un cultivo líquido de £ marcescensrecitó pasajesde

Shakespeareen la Cámarade los Comunesen la que sehabíandistribuidoplacas

de agar, para estudiar la posible transmisiónoral de microorganismostras una

epidemiade gripe sufrida por los miembrosde la cámara;o la aerosolizaciónde

cultivos por la aviación americanaen 1950 y 1952 sobre SanFrancisco,Alabama

y Florida, con objetode estudiarla vulnerabilidadde la poblaciónamericanaante

la guerrabacteriológica(15).

Actualmente se sabe que este microorganismopuede estar implicado como

agente etiológico en todo tipo de infecciones incluyendo aquellasdel tracto

respiratorio(abscesopulmonar, bronquiectasis,neumoníay empiema)y del tracto

urinario, meningitis, otitis media, peritonitis, endocarditis,infeccionesdel sistema

muscular—esqueletico(artritis séptica y osteomielitis), infecciones de heridas y

oculares,linfadenitise infeccionesde la piel.

5. marcescensesunode los principalesmicroorganismoscausantesde infección

nosocomial,y es raro que un pacienteingreseen un hospital ya infectado,con la

9



Introducción.

excepciónde los drogadictospor vía intravenosa.& marcescensinfectade manera

preferentea pacientesinmunosuprimidosya seapor enfermedado por terapiay a

pacientesde unidadesdeneonatologia(15,16). El papelqueel personaldel hospital

desempeñaen la transmisióndeestemicroorganismoseasumequeesconsiderable.

El mayorporcentajedeaislamientosprovienede infeccionesurinarias(8,17,18).

Aproximadamenteun 90% de los pacientesconinfecciónurinariapor£ marcescens

tienen una historia recientede instrumentacióndel tracto urinario (cistoscopia,

cirugía,cateterizaciónetc) y engranpartede los casosexistencatéteresintravenosos

(2). Factoresde riesgo importantesson la diabetesmellitus, obstrucciónurinariao

disfunciónrenal.Entre el 30 y el 50% delos pacientesafectadossonasintomáticos,

y cuandoexistesintomatologíasueleser fiebre, polaquiuria,disuria,piuria y dolor.

5. marcescenssuele aparecerdespuésde la primera semanade hospitalizacióny

generalmentecomo agentesobreinfectante.Entre un 3 y un 10% dc los casosvan

seguidosde septicemia(19).

Es igualmentefrecuenteel aislamientode£ marcescensdel tractorespiratorio,

aunqueparecepredominaren estecaso la contaminaciónfrente a la infección (20).

Frecuentementese ha aislado este microorganismoen pacientescon bronquitis

crónica,enfisemao bronquiectasis,pero la valoraciónde la actividad infectiva es

difícil debido a la patologíade base. La neumonitispor 5. marcescenses rara y

generalmentese debea aspiraciónde la flora faríngeao a inhalaciónde aerosoles

contaminados.Existenfactoresdepredisposiciónparala contaminacióno infección

lo
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talescomo la diabetesmellitus, estadospostoperatorios,obstruccioón(por ejemplo

por tumores)enfermedadcardiorespiratoriacrónicapreexistenteo coma. Entre el

30 y el 50% de los pacienteshansufrido manipulación(ventilación, broncoscopia

etc.).En el casodeneumonía,la sintomatologíaconsisteenfiebreporencimade los

38.50C,escalofríos,tosproductiva(avecesconpseudohemoptisisdebidoal pigmento

bacterianoo inclusohemoptisis)hipotensión,disneay dolor torácico(21).

Las bacteriemias suelen producirse con £ marcescens como único

microorganismo.El origende la infecciónsueleser el tracto respiratorio,heridaso

quemaduras,la cavidad peritoneal, el tracto genital así como la implantación y

cambio de válvulas cardiacas,adicción a drogasde administraciónintravenosa,

utilización de catéteres, soluciones,infusioneso transfusionescontaminadasetc.

(22). La fiebre por encimade los 38.50C,escalofríos,shock(con menosde 80 mm

Hg de presiónsistólica), y el distrésrespiratoriosonlos síntomasmáscomunes.Un

númeroconsiderablede casosdesembocanen endocarditiscon unasintomatología

típicadeleucocitosis,anemia,petequias,lesionespulmonaresenendocarditisderecha

y decerebroy extremidadesen endocarditisizquierda,emboliacerebrovascularetc.

La mortalidades muy elevada(23,24,25).

También aparecenen la literatura casos de meningitis y abscesocerebral

producidopor5. marcescens.Todassonde adquisiciónintrahospitalariay coinciden

con septicemia previa en prematuros o neonatos, traumatismo abierto

craneoencefálico,neurocirugíao punción lumbar (26,27). Los síntomasson los
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propios de meningitis aguda por gram negativos. En el líquido cefalorraquideo

puedenobservarseademásde los bacilos,pleocitosispolimorfonuclearasícomoun

aumentoennivelesde proteínasy descensoen los deglucosa.Lamortalidadesmuy

elevada.

También están descritas infecciones intraabdominalespor & marcescens

recogiéndosela bacteriadedrenajesbiliares,abscesohepáticoypancreático,exudado

peritonealetc (28).

Se han informado igualmenteosteomielitishematógenasy exógenascausadas

tanto por cirugía como por traumatismoabierto. Conun buentratamientomédico

quirúrgico,la prognosisesbuena(29,30). En cuantoa infeccionesocularesse han

reportadoconjuntivitis, queratitis y endoftalmitis, en este último caso siempre

despuésde intervencionesquirúrgicas(31,32). Ademástambiénhay descritaspara

este microorganismoinfecciones de tejidos blandos tales como las de herida

quirúrgica,celulitis, flebitis, infeccionesdepiel, artritis generalmentehematógenas,

otitis mediay colonizacióndel tractogastrointestinal:nariz, faringee intestino(no

existencomunicacionesde gastroenteritisni enterocolitis)(33).

Existen referenciasde aislamientosde otras especiesdel géneroSerrada en

muestrasclínicas (Si liquefaciens,£ plymuthica y Si rubidea), obteniendoscde

esputos,farige, bronquios,orina,sangreetc, de cualquierforma, estoshallazgosno

son frecuentesy sedesconocesu significación clínica (6,7,8).

12
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Uno de los atributosmasnotablesde£ marcescensessu capacidadpor resistir

a los agentesantimicrobianosy servir como depósito para la transmisiónde

resistenciasaotrasbacteriasen la íntimabiosferade los pacienteshospitalizados.Es

frecuenteel aislamientodecepasmultirresistentesqueponenensituacionesdifíciles

al clínico desdeel punto de vista de la elección de un tratamiento antibiótico

adecuado(34—41). £ marcescenses resistentede maneranatural a ampicilina,

tetraciclinas,macrólidos,antiguascefalosporinas,polimixina B y colistina (15,42).

Por otra parte son frecuenteslas cepasresistentesa cloranfenicol,cefamandoly

cefoxitina.Numerososaislamientosposeenplásmidosquecodificanpararesistencia

apenicilinasdeamplio espectro,cefalosporinasy aminoglicósidos.Estasresistencias

son transferiblesa otros microorganismosde importancia nosocomialtalescomo

Escherichiacolí y Pseudomonasaeruginosa.Existenfuertesevidenciasqueapuntan

ala posibilidaddedispersiónintergenéricadeactividades13—lactamasasmediadaspor

plásmidos(42). Hace solamenteuna década,casi todas las cepasdeSerratia eran

sensiblesa antibióticoscomola gentamicinay tanto éstacomola tobramicinapor

si solaso encombinacióncon 13—lactámicosconstituíanterapiasútiles. Actualmente

es másque frecuenteel aislamientode cepasresistentesa estoscompuestos.Un

mecanismofrecuentede resistenciaa aminoglicósidoses a través de enzimas

plasmídicas modificantes del antibiótico que catalizan fosforilaciones (APH),

acetilaciones(AAC) o nucleotidilaciones(ANT) en gruposamino o hidroxilo del

aminociclitol o aminoazucar.La mayoríadecepasresistentesagentamicinaposeen

enzimasAAC o ANT quetambiéninactivana la tobramicina(38,39). Gran número

decepasaisladasen nuestroshospitalesson ademasresistentesaquinolonasdel tipo
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del ácido nalidíxico o pipemídico,y cadavez son máslas cepasresistentesa las

fluoroquinolonasdel tipo de la norfioxacina o ciprofloxacina por defectos de

permeabilidado alteracionesde la DNA girasabacteriana(40,41). En la aparición

y aumentode estasresistencias,tienenuna importanciapara nadadespreciablela

seleccióndemutantespor utilizacionesindebidas,excesivaseindiscriminadasde

compuestosantibióticos.

Numerosascombinacionesantibióticashan mostradofenómenosde sinergia

frente a cepasmultirresistentesde 5. marcescens,pero ningunade ellas funciona

de manera universal y los métodos necesariospara la determinaciónde estos

fenómenosen el laboratorio son lentos y laboriosos. Para el tratamiento de

infeccionesseriaspor Serrada, se recomiendala utilización de cefalosporinasde

tercerageneración,imipenem,amicacinao nuevasquinolonas(42).

Dada la importancia creciente de este microorganismocomo causantede

infección en medio hospitalario, y su enorme facilidad para la adquisición y

transmisión de resistencias a agentes antibacterianos, varios métodos de

subespeciaciónhansidodesarrolados,como ayudaa seguimientosepidemiológicos.

Las primerasaproximacionesal tema, surgena partir de la primeradescripciónde

la estructuraantigénicadeSerradamarcescens,en un intento de tipaciónserológica

(14). Desdeeste momento, se han desarrolladodistintos métodosbasadosen la

sensibilidadfrenteajuegosde fagos,enfrentamientoa setsde cepasproductorasde

bacteriocinas, comportamiento frente a conjuntos de pruebas bioquímicas,

14
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comportamientofrente a antimicrobianose incluso tecnicasde biología molecular

talescomoestudiosde contenidoprotéico y producciónenzimáticacon sistemasde

electroforesiso análisis de ácidosnucléicos.

Un buen sistema de tipación ha de cumplir tres requerimientosbásicos:

tipabilidad, reproducibilidad y discriminación. Se entiende por tipabilidad al

porcentajede las bacteriasensayadasquepuedeser asignadoun valor positivo de

típación. Reproducibilidadese] porcentajedecepasqueofrecene] mismo resultado

cuando se repiten los experimentos,en épocas,lugares y/o por manipuladores

distintas. El poder de discriminación se refiere a la capacidaddel método de

distinguir entrecepasno relacionadas,y viene determinadopor el númerode tipos

definidos por el método y sus frecuenciasrelativas. Este último valor (D), se

determinamediante la fórmula de Simpson para el cálculo de la diversidad en

poblacionesbacterianas(43,44). Dicha fórmula sedetalla a continuación:

L) l~ — _______- —11

N(íV—1)

Donde N esel númerototal de cepasen la población,s es el númerode tipos

descritosy n, esel númerode cepasque pertenecenal tipo j.
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La técnica de rutina de serotipia para Serratia marcescensse basa en la

aglutinaciónde lascepascon los anticuerposformadosfrenteaantígenossomáticos.

Generalmenteno seconsideranotrostiposdeantígenos.Los inóculosutilizadospara

inmunizara los animales,hande ser crecidosen placasy paraobtenerresultados

óptimosdeberánformar coloniaslisas y suspensioneshomogéneasen suero salino

(2). Con dichas placasse inoculanmedioslíquidos con coloniasaisladas,que se

incuban durante tiempos que dependende cada laboratorio. Posteriormentese

inactivan los componentestermolábilespor exposición a fuentesde calor, y los

caldosasítratadossonutilizadosparala inmunización.El esquemadeinmunización

no suele sobrepasarlas tres semanas,en las cuales se efectúan inyecciones

intravenosasaperiodosdetiemporegulares.El tiempo y temperaturade incubación,

dosis inyectadasy longitud del tiempo de inmunización varían respecto del

laboratorio.Los dosfactoresmásimportantesaconsiderarsonel númerode celulas

por mililitro y el medio de incubación de la cepa. Al cabo del tiempo de

inmunización se obtienen los antisueros que se conservaránpreferentemente

alicuotados a —200C. Antes de su utilización se realizará una titulación para

determinarla dilución optima parala aglutinación(45). A pesarde que la técnica

deberíarealizarseen tubo (46), tradicionalmenteserealizasobre portapor facilitar

enormementela labor. Sobre un portaobjetos se coloca un volumen de una

suspensiónbacterianapreviamentetratadacon calor, y otro de la dilución del

antisuerocorrespondiente.Tras ligera agitaciónse interpretaráe] resultadocomo

positivo si aparecenaglomeradosgranulosos.La distribución de los serogruposes

variable, aunqueel serotipomásfrecuentees, con mucho,el 0:14 (que puedellegar
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a ser encontradoen un 50% de las cepas),apareciendotambién con relativa

frecuencialas serotipos0:2, 0:3, 0:4, 0:6 y 0:11 (47). Recientemente,han sido

descritosdos nuevosantígenossomáticosde Serratia marcescens,el 0:1254y el

0:3255 (48).

El porcentajedecepasclasificadascomono tipablespuedeoscilarentreun 5 y

un 30%. En algúncasopuedeser deutilidad autoclavarel cultivo problemadurante

2 horas y enfrentaradilucionesmenoresde los suerospatrones(2). Otrosproblemas

que presentala técnicason, porun lado, el bajo gradodediscriminación,y por otro

el gran númerode reaccionescruzadasquepuedenllevar a tipacioneserróneas.Se

han registradoreaccionescruzadasdel antígeno0:14 con los antisueros0:1, 0:6

y 0:12 así como entre las parejas0:6/0:12, 09:015, 0:17/0:19, 0:10/0:22 y

0:16/0:20(14). Igualmentesehaninformadovariacionesantigénicasa lo largodel

tiempo (49). Algunos trabajosrecientes(14,50) que se basanen la extraccióne

inmunoelectroforesisde LPS de Serradasdel serotipo0:14, handemostradoque

existe una heterogeneidadde dichascepasen cuantoa su perfil de LPS y quelas

distintasvariedadesreaccionandemaneraespecíficacondistintosantisueros(0:14,

0:6, 0:8 y 0:21). Podríaser que la falsa clasificación de muchascepascomo

pertenecientesal serotipo 0:14 se deba a un enmascaramientoantigénico por

lipopolisacárídosmicrocapsulares.

Actualmenteseestádesarrollandoporel equipode la UnidaddeGramnegativos

en el Public HealthLaboratoryServicedel Reino Unido (datosno publicados)un
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sistemaELISA de serotipaciónde Serrada,basadoen reaccionesenzimáticascon

fosfatasaalcalina,quepermitenla optimizaciónde los resultados.Dicha técnicase

realiza sobre placas microtiter con los antígenos inmovilizados y son de

interpretaciónautomáticacon un lector deELISA.

Portodoslos motivosexplicadosanteriormenteseconsideraquela serotipación

de antígenossomáticosen Serradamarcescens,por si sola,esinsuficienteparaser

utilizada como marcadoren estudiosepidemiológicos.

Las primerasreferenciasde intentosde tipacióndeSerradapor sensibilidad

a bacteriófagosdatandel año 1964 (51) y desdeesemomento,se han sucedido

propuestasde juegosde fagos con estepropósito.Las técnicasactuales,se basan

en la utilización de los nuevebacteriófagosseleccionadospor Farmeren 1976 (52)

de entre más de cien previamenteaisladosy ensayadospor distintos autores.

Actualmente,en algunoslaboratoriosseha incrementadoel númerode fagos a 111

o 12. Dado quedichatécnicade tipaciónesextremadamentesubjetiva,diferencias

de un máximo de dos fagosentredoscepasdistintasno seconsideran.Igualmente,

no deben compararseresultadosobtenidosen distintos lugares y en distintos

momentos.La fagotipación,en el casode 5. marcescens,seutiliza exclusivamente

paradiferenciarcepasdel mismo serogrupo(53,54).

La combinaciónde serotipiay fagotipia esla técnicaaceptadaen la actualidad

como métodode referenciapara5. marcescens.
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Distintos son los métodosde tipación relacionadoscon bacteriucinas.La

mayoríasebasanen la sensibilidadde las cepasa marcescinas,mientrasqueotros

consistenen la inducciónde la produccióndebacteriocinasqueseenfrentaránauna

seriedecepasindicadoras.Un ejemploclásicodel primer grupo de técnicas,es el

propuestopor Traub en 1971 (55) queconsisteen la inducciónde marcescinasdel

tipo A con Mitomicína C, por un juego de 10 cepaspatrones.Estasmarcescinas,

tras ser purificadasy tituladas,seensayansobreel microorganismoproblema,de

maneraqueel patrónde inhibición seráconsideradocomo marcador.Otro método

similar, es es propuestopor Farmer en 1972, que induce la producción con

Mitomicina C de bacteriocinasdetipo A en un juego de 12 cepaspatrones(56).

Dentro del segundogrupode técnicas,cabedestacarigualmentela aportación

de Traub (57), quedeciderecogerunaserie de aislamientosclasificadoscomo

tipables” por su tecaica anterior, inducir la producciónde bacteriocinasA con

mitomicinaC y ensayarestasmarcescinasfrentea un juegode 15 cepasindicadoras,

consistenteésteen las 110 cepasproductorasde marcescinaen el métodopropuesto

previamente,las 3 cepasutilizadasen su método anterior parala titulación de las

marcescinas,y dos aislamientosclínicosde £ marcescens.Paralelamente,Farmer

(58) pone a punto una técnica similar que utiliza 9 cepas indicadoras, y que

incorporala ventajadequeno esnecesariala utilizacióndecloroformoparaeliminar

a las célulasviables tras la producciónde las marcescinasdado que la placa en la

queseva a realizarla inhibición contienesulfato de estreptomicina.Previamente,a

las nuevecepasindicadorasse les conferíaresistenciaparaesteantibiótico.
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Añosmástarde,Anderhub(59) proponeunnuevométodobasadoen unsistema

desiembracruzadadecepasproblemaconcepaspatrones.En estecasono seinduce

producciónde marcescinascon Mitomicina C y se trabajacon célulasvivas, no

siendonecesariopor tanto fraccionamientoni purificación.

Con la técnicainicial de Traub, sedetectaronde maneraprovisional 73 tipos

distintos,de los cualeslos másfrecuenteseranlos números1,4,9,14,15,18y 21. El

porcentajede cepasno tipablesgirabaen tomo al 10%, recomendándoseel empleo

delmétodo‘inverso” parala tipacióndeestascepas.La técnica“directa” de Farmer

permitió distinguir 79 tipos, y la “inversa” 72.

El establecimientodel biotipo se basa en la heterogeneidadbioquímica que

presentanlos individuos de una mismaespecie.Hace ya 20 años queAnalitab

productslanzó un micrométodoparala identificacióndeEnterobacteriaceae,el API

20E. Dicho sistemaconsisteenun conjuntode 20 “cupulas”deplásticofijadasa un

soporte.Cadacúpula contiene el sustratodeshidratadopara un test distinto. Los

resultadosde esas20 pruebasjunto con el de la actividadoxidasa,constituyeun

biotipo quees expresadoen un númerode sietedígitos (47). El métodoes fácil y

comodoen su realización,sin embargosu reproducibilidades másque criticable

(60).Estehechopuededeberseaqueenun ‘ micrométodo”comoel API, diferencias

en la densidadmicrobianadel inóculo puedenser criticas.
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Otra aproximaciónal tema, fue la propuestapor Grimont y Grimont (9).

Utilizando la capacidadvariable de & marcescensde utilizar ocho fuentes de

carbono,reduccirel tetrationatopotásico,producir pigmentoy hemolizarla sangre

de caballo.Estaaportaciónofreceun sistemade fácil manipulación,exceptoen la

preparaciónde los medios, pero con el inconvenientede requerir incubaciones

prolongadas(hastade 14 días).

El uso de la antibiotipiaen la caracterizaciónde epidemiasno es demasiado

útil y no debe de emplearsesalvo en el caso de aparicion de patronespoco

habituales(61). Esto esdebidoa la granvariabilidadde unacepaencortosperiodos

detiempo debidoa la pérdidao gananciadeelementosplasmídicoso a la selección

de mutantes.Frecuentemente,en brotes epidémicoscomunes,cepasdel mismo

subtipopresentanantibiotiposdistintos.Esposibleigualmenteel casoinverso,cepas

con igual patrón de sensibilidadque no mantienenrelaciónepidémicaen absoluto.

Las variaciones potencialesdentro de un subtipo contribuyen a la confusión

resultantedeun intentodeutilizacióndepatronesdesensibilidadaantibióticoscomo

método de subespeciacion.

El hechode que ningunode los métodosde tipación bacterianaclásicossea

óptimo parala caracterizacióndeepidemiasde 5. marcescens,hacenecesariao bien

la utilización de combinacionesde técnicas,que frecuentementeincrementanlos

costosy suponenunademoraen la obtenciónde los resultados,o el desarrollode

nuevosmétodosde tipación másefectivosparaestemicroorganismo.Actualmente
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este último objetivo se enfoca hacia las técnicasde biología molecularcomo

puedenser el análisisde isoenzimaspor isoelectroenfoque,antígenossomáticosy

capsularesportécnicasderadioinmunoensayoenfasesóliday PAGE(poliacrilamide

gel electrophoresis),análisis de proteínas,obtención y análisis de plásmidosy

análisisderestricciónehibridacióndeDNA cromosómico.Muchasdeestastécnicas

no han sido ensayadashastala actualidaden Serratiamarcescens.

Los perfilesproteicosen electroforesisde gelesde poliacrilamida,aplicadosa

la epidemiologíahansido recientementeestudiadosenprofundidadparael casode

Acinetobacterspp..El análisisvisualdepatronesdeproteínasdeenvueltascelulares

enPAGE, hanaportadoun alto gradodediscriminaciónasignandoademásun perfil

a cadacepa(62,63). Se hanrealizadoensayospreliminaresde análisisproteicosen

Serrada marcescens(64), en los que se, se evaluaron perfiles de proteínasde

membranaexterna(OMP), sin embargo,el reducido numerode cepasensayadas

impiden la obtenciónde conclusionesal respecto.

Algunos autoresse han dedicadoigualmenteal estudiode plásmidoscomo

marcadoresepidemiológicos(65,66),sin embargopensamosquesu inestabilidaden

el tiempo los hacenno aptosparaestepropósito.

El estudiodel DNA cromosómicode distintos microorganismoscon fines de

subespeciación,pareceser un campoprometedor(67,68).El denominadoanálisisde

fragmentosde restricciónde DNA cromosómicobacteriano(69) (BRENDA), es
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capazde detectardiferenciasminoritariasgenéticasentrelos microorganismos.Las

endonucleasasde restriccióncortan el DNA especificamenteen fragmentosde

distintas longitudes, dependiendo del número y posición de las secuencias

individualesdereconocimento.Puedenasíreconocersepolimorfismos,denominación

queserefiereal cambioqueseproduceenun sitio dereconocimientodeunaenzima

de restricción. Si en el genomase produceun cambio de secuencia(incluso una

mutaciónque conlleve cambio exclusivo de una base),puedeque una diana de

restricción desaparezcao se cree de nuevo y resulte así en la aparición de un

polimorfismo en un fragmento de restricción (RFLP). La importancia, para

propósitos epidemiológicos,se debe a que estos polimorfismos frecuentemente

representanmutaciones“neutras” queno suelensignificarcambiosfenotípicos(69).

Los fragmentosdeDNA generadostrasdigestionescon enzimasderestricción,son

separadossegúnsu tamaño medianteelectroforesisen geles de agarosa.Se han

utilizado los patronesde restricciónparadistinguir entrecepasde distintosgéneros

bacterianos,incluyendo algunos de importancia clínica tales como Yersinia,

Carnpylobacter,Legionellay Mycobacterium(66,70,71),asícomomicroorganismos

de otros grupostalescomoCandida, Giardia y Citomegalovirus.Existeun trabajo

que serefierea la utilización de estetipo de análisispara la caracterizaciónde una

epidemiade Serratia en una unidad de neonatología(72). La utilidad de tales

patrones, viene limitada por el enorme número de bandas que cse obtienen

(frecuentementemásde 50), dependiendode la frecuenciade corte de la enzima

utilizaday la el DNA del microorganismo.Es difícil, por lo tanto, identificarbandas

minoritarias.Existeademásla posiblilidad de queencepasportadorasdeplásmidos,
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lasdiferenciasenel patróndebandascromosómicasaparezcanenmascaradaspor las

bandasdefondoproducidasporla digestióndelDNA extracromosómico.El análisis

de los patronesde restricciónes difícil y cansadoa simple vista, aunqueexisten

sistemascomputerizadosde análisistalescomoscannerso densitómetrosacoplados

a ordenadores(73).

Cuandolos fragmentosde DNA separadospor electroforesis,son transferidos

a filtros de nitrocelulosao nylon, la localizaciónen la membranade un fragmento

de restricciónquecontieneun genconcreto,o unasecuenciadenucleótidos,puede

serdetectadospor hibridacióncon sondasde ácidosnucléicos.Las bandashíbridas

resultantesproporcionanun patrón reproducibleque aportala ventajade reducir

enormementeel númerode bandas,de estamanerase facilita las comparaciones

entrecepas(69). La reaccióndehibridaciónprecisade un DNA diana,una sonda,

y una moléculade detecciónasociadaa la sondaque servirá para evidenciar las

bandashíbridas.Tradicionalmentesehanutilizadoen técnicasde hibridacióncomo

moleculas de detecciónisótopos radiactivos, aunque actualmentey con estos

propósitosconcretos,setiendea la utilizacióndemoléculasno isotópicastalescomo

la digoxigenina,la biotina o compuestosfluorados. Estosmarcajesno radiactivos,

facilitan enormementela labor con vistasa ser realizadaen laboratoriosque no

cuentancon una gran infraestructura.
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La biotina se incluye como radical en nucicótidos presentesen la sonda,
o

O litO Ñ14generalmenteUTP o dUTP (fig 1.1), tras la hibridación,se

puenteentre la biotinatrataráel filtro con estreptavidinao avidina queformanun O Qly la enzima que va a permitir la ;•~ :~“

visulalización, generalmentefosfatasaalcalina (polímeros •Ilg 1.1

biotinilados).

El sustratode la reacciónestáformado por el complejo Nitroblue tetrazolium

y Bromo—cloro--indol—fosfato (NBT—BCIP), que tras ser modificado

enzimáticamentevira de amarillo a azulprecipitandoen el lugar de la modificación

y permitiendoasí la visualizaciónde las bandas(Figura) (74,75,76).

Las sondasutilizadasen estudiosepidemiológicos,puedenser de naturaleza

variada,desdesecuenciascromosómicasextraídasal azar y donadas(77), a genes

que codifican para la producción de toxinas (78). Las sondas empleadasmás

frecuentementeson secuenciasde RNA ribosómico; este tipo de sondasha sido

utilizadade maneraexperimentalen estudiosdeepidemiologíamoleculardediversas

bacterias(79,80). La razón de la utilización de estassondas,se debeal alto grado

deconservaciónde estosgenes(81). Un cistrónde rRNA bacteriano,consisteen un

fragmentode 4600 paresde basesque comprendedistintassecuencias:genespara

la producciónde 235 rRNA (2500 pb), 16 rRNA (1500 pb), SS rRNA (120 pb) y

distintassecuenciasintermediasy secuenciasextremas.Dentro de los cistrones,los

genesque codifican para rRNA aparecenasociadosen ‘clusters’ cada uno de los
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cualescontienevariascopiasde los genes16S—23S—5Senel ordencitado. Además,

dichoscistronesestánrepetidosenel DNA genómicohastaun máximode 11 veces.

En las bacterias,los cistronesrRNA parecenhabercambiadominimamentea lo

largo de la evolución, y así las sondasespecíficasde estas secuenciaspueden

detectarun amplio rangode microorganismos.El hechoesqueel rRNA de E. coli

y Pseudomonas¿¿eruginosahibrida “iii vitro” con los cistronesde rRNA en gran

cantidadde microorganismosgram—positivosy gram—negativos(79). La distinta

localizaciónenel cromosomadelas múltiplessecuenciascodificantesde 165 y 23S

rRNA en diversascepas, así como la posibilidadde alteracionesgenéticasque

conlleven cambios en las zonasde reconocimientode enzimasde restricción,

proporcionanunavariabilidad en la topologíadel DNA bacteriano,que puedeser

estudiada con la técnica de ribotipia. En esta técnica, el DNA total del

microorganismo,sesometea digestiónpor enzimasde restricción,se separansus

fragmentospor electroforesisen agarosay sedeterminala presenciaen los mismos

de zonas codificantes para 165—235 rRNA mediante hibridación con sondas

específicas.Esta técnica de tipado ha sido llevada a cabo con multitud de

microorganismos,destacandolas publicacionesrealizadascon Mycoplasmaspp.,

Providenciaspp.,Pseudornonasspp.,Haernophilusspp.,Salmonellaspp.,Legionella

spp., Carnpylobacterspp. y Fusobacteriumspp. (82—90). Estaaproximaciónno ha

sido abordadacon el géneroSerratia hastael momento.

Las medidasde control para prevenir la infección por £ marcescensdeben

centrarseen prestarunaespecialatencióna las fuentesde contaminacióncon este
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patógeno. Sería ideal, aunque quizás utópico, poder separar a pacientescon

colonizacióno infección en los tractosurinarios o respiratorios,del resto de los

pacientes, reduciéndoseasí enormementeel riesgo de infección cruzada. Las

infeccionesasociadasal uso decatéteresurinarios,podríanreducirsesi seutilizasen

sistemascerradosdedrenaje,limitando el uso de irrigacionesy retirandoel catéter

tan pronto como frese posible. Toda manipulaciónde vías respiratoriaso tracto

urinario, deberíaser realizadabajo las másestrictasmedidasde higiene.La forma

másfrecuentede transmisiónsedebeal personalhospitalario.La importanciade los

lavados de manosdebe de ser subrayada.Es esencial la rápida detecciónde

situacionesepidémicas.Deben, por ello, potenciarseel estudio de técnicasde

tipación epidemiológicay desarrollarsenuevossistemas,objetivosy rápidos,que

aportenreproducibilidad,tipabilidady discriminación.Conocidala presenciadeuna

misma cepa en varios enfermos, los programasde vigilancia epidemiológica

permitirán la detección rápida de pacientes colonizados o infectados y la

identificacióndereservoriosnosocomiales,permitiendoasíunarápidaaplicaciónde

medidasde control.
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Materiales.

2.1. CEPAS BACTERIANAS.

2.1.1. CEPAS ESTUDIADAS.

Se estudiaron 209 aislamientos clínicos de Serrada recogidos en cinco

Hospitalesde Madrid, duranteun períodode 28 mesescomprendidosentrefebrero

de 1988 y junio de 1990. Los Hospitalesincluidos en este estudio,así como el

númerode cepasrecogidasen cadaHospital sedetallaen la tabla 1.

Las 18 cepasprocedentesde la CiudadSanitaria“La Paz’ correspondena los

primeros aislamientosclínicos de Serradamarcescenscomunicadosen Españay

fueronobtenidospor Baqueroen 1969 (92).

Las muestrasde las que fueron aisladaslas cepasobjeto de este estudio,

aparecenreflejadasenla tabla II. En la tablaIII semuestranlos Serviciosde los que

procedendichascepas.

Asimismo, para estudiar la validez de la ribotipia como marcador

epidemiológico, se estudiaroncepasrepresentativasde las siguientesepidemias

Europeas:del Hospital de St. Jamesen Dublín 23 aislamientos en 1987, 11

aislamientosen 1989 y 30 aislamientosen 1990; del Hospital de ChaseFarm en

Enficíd (Londres), 9 aislamientosen 1989; del Royal Infirmary en Leicester, 16

aislamientosen 1990; del BereichMedizín (Chanté)Der Humboldt—Universitátzu
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TABLA 1. Hospitales estudiados y número de cepas recogidas en cada uno.

TABLA II. Muestras de las que se aislaron las cepas estudiadas.

HOSPITAL NUM. DE AISLAHIENTOS

Ciudad Sanitaria ‘La Paz’ (A) 18
Fundación Jiménez Diaz (B) 13
Hospital Gregorio Marañón (C) 33

Hospital Ramón y Cajal (U) 81
Hospital Univ. de San Carlos (E) 64

MUESTRAS FRECUENCIA

Urocuitívos 50.0 %
Tracto respiratorio 12.1 %
Heridas quirúrgica 8.4 %

Ambientales 7.7 %

Hemocultivos 6.4 %
Cateter 4.2 %

Abscesos 4.2 %

Dermatológicas 2.1 %
LCR 1.4 %

Líquidos pleurales 0.7 %
Líquidos asclticos 0.7 %

Exudados conjuntivales 0.7 %
Exudados óticos 0.7 %

SERVICIOS FRECUENCIA

Arcas Quirúrgicas

:

Cirugía gral.

Urología
Nefrologia

Traumatología 44.80%

Area,- dc balo nemeo

:

Rehabilitación

Ambulantes
Mcd. preventiva 26.04%

Arcas de alto nemeo

:

UVIs
Unidades de reanimación

Hematología 15.60%

Arpas médicas

:

Medicina Interna
Endocninología

Gast roente rologí a

Unidad Pediátrica

Cardiología
Urgencias 13.50%

TABLA III. Procedencia de las cepas.
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Berlin Institute fur Mikrobiologie en Berlín, 73 aislamientosen 1990, y en el

AcademischZiekenhuisen Rotterdam,15 aislamientosen 1990.

2.1.2. OTRAS CEPAS.

SerradamarcescensATCC 8100 seutilizó comomicroorganismopatrónpara

estudiosepidemiológicos,así comoparaestudiosde resistenciaa antibióticos.

CepaspatróndeTraub paraestudiosdesensibilidadabacteriocinasnúmeros5,

10, 12, 16, 17, 18, 31, 33, 43 y 46 (55),suministradasa la UnidaddeEpidemiología

del Servicio deMicrobiologíadelHospital Ramóny Cajalen el año 1978por el Dr.

RafaelGómez Lus, Jefedel Departamentode Microbiologíade la Universidadde

Zaragoza.

Staphylococcusaureus ATCC 29213, Escherichia coli

Pseudornonas¿¿eruginosa ATCC 27853 se utilizaron como

determinaciónde las ConcentracionesMínimas Inhibitorias a

estudiados(93).

ATCC 25922 y

control en la

los antibióticos
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2.2 MEDIOS DE CULTIVO.

2.2.1. MEDIOS LíQUIDOS.

Infusiónde

caldo nutritivo.

Cerebroy Corazón(DIAGNOSTICS PASTEUR):Se utilizó como

Caldo de Múeller Hinton (DIFCO): Se utilizó para la realización de

antibiogramaspor la técnicade dilución en caldo (93). Se preparócon 21 g del

productopor litro de disolución.

Caldo LB: Se utilizó como caldo nutritivo. Contienepor cada litro de agua

destilada:

Bacto triptona(DIFCO)

Extractode levadura(DIFCO)

CINa (MERCK)

10 g

Sg

Sg

Medio líquido deLe Minor et al (9,94,95).:Se

del tetrationatopotásico.Dicho mediocontiene:

utilizó paraestudiarla reducción
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K2S406 Sg

Azul de Bromotimol

(sol. acuosa0.2% p/v) .... 25 ml

Peptona(DIFCO) 10 g

Aguadestilada hasta 11

Caldo de Tripticasay Soja (TSB, DIECO): Se utilizó en determinaciónde

sensibilidada bacteriocinas(marcescinotipia)(55).

2.2.2. MEDIOS SOLIDOS.

Agar de Columbiacon5% deSangrede Caballo(BECTONDICKJNSON): Se

utilizó como medio de cultivo general, así como para poner de manifiesto la

actividadhemolíticade los microorganismos.

Agar de MacConkey(DIFCO): Se utilizó como medio selectivodiferencial

parael cultivo de bacilosentéricosgram negativos.

Agar de MacConkeysin Cristal Violeta (DIFCO): Se utilizó como mediopara

el estudiode sensibilidada bacteriocinas(marcescinotipia)(55).
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Agar de Múclíer Hinton (DIFCO): Fue utilizado parala determinaciónde las

ConcentracionesMínimasInhibitorias por el métodode dilución en agar(93).

Agar DNAasa con verde de metilo (DIFCO): Fue utilizado para poner de

manifiestola producciónde DNasapor los microorganismos.

Para la biotipación de las cepasestudiadasse utilizó un medio mínimo

complementado,por separado,con un 5% de cadaunade las siguientesfuentesde

carbono: ácido benzóico, DL—camitina, ácido 3—hidroxibenzólco, ácido 4—

hidroxibenzóico(FLUKA), meso—eritritol,lactosa (MERCK), trigonelina y ácido

quinico (SIGMA). Dicho medio contieneademáspor cadalitro de aguadestilada,

CaCl2—2H20,0.015 g.; MgSO4—7H20,0.123 g.; KH2PO4, 0.680g.; K2HPO4,2.610

g.; NaO, 7 g.; (NH4)2504, 1 g.; agarbase(DIFCO), 15 g. y como e]ementostraza,

H3P04, FeSO4,ZnSO4,MnSO4, CuSO4,Co(N03)2y H3B03 (9).

Parapotenciarla produccióndepigmento(prodigiosina),seutilizó agarglicerol—

peptona(9), quecontienepor litro:

Peptona(DIFCO) 5 g.

Glicerol (MERCK) 10 ml.

Agar base(DIFCO) 20 g.
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Agar de Tripticasay soja (TSA, DIFCO): Se utilizó en determinaciónde

sensibilidada bacteriocinas(marcescinotipia)(55,96).

AgarBlando(Soft Agar): Seutilizó paraserinoculadoy permitir el crecimiento

de microorganismosen profundidadsobreotro mediosólido. Estácompuestopor:

Agar base(DIECO)

Agua destilada

6g

11

2.3. PRODUCTOSY REACTIVOS.

2.3.1 IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS.

Para la reidentificaciónde las cepasobtenidasse utilizó el sistemaapi 20E

suministradopor bioMérieux.

El reactivode Kovacsfue utilizado para evidenciarla producciónde indol a

partir de triptófano. Contiene:

Alcohol amílico o isoamílico 750 ml

Paradimetilaminobenzaldehido 50 g

Agua destilada 11
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ReactivoTDA parala detecciónde la triptófano desaminasa,quecontiene:

Percloruroférrico 3.4 g

Aguadestilada 100.0 ml

Reactivosde Voges Proskauer,parala detecciónde acetoina:

VP1

:

Hidróxido potasíco 40 g

Agua destilada 100 ml

Secalientala mezclay seañaden250ml. de ácidoclorhídrico muy lentamente.

VP2

:

naftol 6 g

Etanol 100 ml

Sticks parala detecciónde la Citocromo oxidasa(PATI-IOTEC).

Los reactivosparala realizaciónde la tinción de Gramfueronde OCA (cristal

violeta, lugol y safranina)y de Merck (alcoholy acetona).
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Por otraparteseestudióla actividadLipasa,capacidadde fermentacióndel D—

Arabitol, D—Sorbitol, Adonitol y Dulcitol (97).

2.3.2. ANTIBIOTICOS EMPLEADOS.

2.3.2.1. DISCOS.

Seutilizaron parala realizaciónde antibiogramaspor difusión disco/placa(93),

los discos comerciales que contenían los siguientes antibióticos: amikacina,

kanamicina,tobramicina,gentamicina,cefotaxima,norfioxacina,ácido nalidíxico

(DIAGNOSTICSPASTEUR),ciprofloxacina,imipenemy cloramfenicol(OXOID).

2.3.2.2. POLVO BASE.

Se utilizó parala determinaciónde las ConcentracionesMínimas Inhibitorias,

así como para la preparaciónde medios con distintos fines. Los antibióticos

empleadosfueron: amikacina, kanamicina (BRíSTOL MYERS), tobramicina

(LILLY), gentamicina(SHERING),cefotaxima(HOECHROUSSELL),norfioxacina,

imipenem(MERCK), cloranfenicol(PARKE—DAVIS), ácidonalídíxico (PRODES)

y ciprofloxacina(BAYER).

36



Materiales.

Se utilizó Mitomícina C (SIGMA) parainducir la producciónde bacteriocinas

por las cepaspatronesparadeterminaciónde los marcescinotipos(55).

2.3.3. KJTS

The copy Kit (RedModule, INVITROGEN), fue utilizadocomotécnicarápida

de síntesisde cDNA (primeracadena)(98).

BIueGENEKit, fue utilizado comosistemadedeteccióndeácidosnucléicosno

radiactivo. Contieneel complejoSAAP (Streptavidina—Fosfatasaalcalina)y como

sustratode la reacciónenzimáticaNBT (Nitro blue tetrazoliumchloride) y BCIP

(Bromo—cloro—Indolil—fosfato)(BRL) (99).

2.3.4. ENZIMAS EMPLEADAS.

Proteinasa K, Ribonucleasa

MANNHEIM). Endonucleasasde

MANHEIM y BRL).

y Transeriptasa inversa

restricción (PHARMACIA,

(BOFURINGER

BOHERINGER
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2.3.5. OTROSPRODUCTOS.

Las sales, agar, azúcares, isopropanol, DTF (Ditiotreitol), etanol, Tris

(hídroximetil)—aminometano,cloroformo, fenol y éter, fueron suministradospor

Merck. La agarosa,2—pentanol,tiocianatode guanidina,ficolí, polivinilpirrolidona,

albúmina bovina del suero, dextransulfato, ditiotreitol, Triton X—100 y el fago

lambdacortadocon Hindílí biotinilado, que se utilizó como marcadorde pesos

moleculares,por Sigma. El SDS, azul de bromofenoly 2—mercapto—etanolfueron

de BioRad. El RNA ribosómico 168 y 23S, el DNA de espermade salmón,el

randomprimerpd(N)6, el dUTP biotinilado y la RNAsina fueronsuministradospor

BoehringerMannheim. Los dexorribonucleótidosempleados(dATP, dCTP, dCTP

y d’JTP) fueron de la firma BRL.

Las membranasde diálisis empleadasfueronsuministradaspor The Scientific

InstrumentCentreLtd.

Para filtrados de pequeñosvolúmenes se emplearon filtros Millipore de

diámetrosde poro dc 0.22 y 0.45 jxm.

Se utilizaron películasinstantáneasen blancoy negrode 9 x 12 cm. tipo 55 de

Polaroid.

El material de plástico desechablefite suministradopor Soria GreinerS.A.
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Para la realización the Southernblottings se -utilizaron membranassintéticas

Hybond-N (AMERSHAM).

Se utilizó lechedescremadadeunamarcacomercialparala conservaciónde las

cepas.

2.4. TAMPONES Y SOLUCIONES.

TampónTE: ContieneTris—clorhídrico lOmM pH 8 y EDTA—Na lmM pH8.

Se utilizó para las solucionesde DNA y como tampónde diálisis.

TampónTBE: ContieneTris—OH 89 mM, ácido bórico89 mM y EDTA—Na 2,5

mM. Se utilizó comotampónde electroforesisde DNA.

Solución salina:contiene9 g. de CíNa por litro de aguadestilada(Solución

cloruradasimpleIBYS)

PBS (Phosphatebufferedsalme)pH 7.2 150 mM (BIOMERIEUX).

Tamponesde lisis paraextracciónde DNA cromosómico:
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A) Fosfatosódico10mM, Sacarosa(MERCK) 20%, lisozima(SIGMA)

1.5 mg/ml (100).

B) Tris—CIH pH8 10 mM, EDTA—Na lmM, SDS 1%, ProteinasaK 500

C) SoluciónGES(101) quecontiene:

Tiocianatode Guanidina... 60.0g.

EDTA.

Sarcosil30%

3.7 g.

1.7 ml.

Agua 20.0 ml.

Tamponesde endonucleasasde restricción:

De alto contenidoen sales(A.C.S.) (100): Cloruro sódico100 mM, Tris

50 mM y sulfato magnésico10 mM, ajustadoa pH 7.4.

De contenidomedioensales(M.C.S.) (100): ClorurosódicoSOmM,Tris

10 mM, SulfatomagnésicolOmM y DDT lmM, ajustadoa pH 7.6.

De bajocontenidoensales(B.C.S.)(100):Tris lOmM, sulfatomagnésico

lOmM y DDT 1 mM, ajustadoa pH 7.4.
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Buffer Universal,One—Phor—AII Buffer Plus lOx (Pharmacia).

Soluciónde cargadeDNA (100): ContieneEDTA 80 mM pH 8, BPB al 0.1%,

glicerol al 20% y FicoIl 400 al 2%.

Solución de fragmentaciónparatransferencia(100): HCI 0.25 M.

Soluciónde desnaturalizaciónparatransferencia(100): NaOH 0.5 M, NaCí 1.5

M.

Soluciónneutralizanteparatransferencia(100): NaCí 1.5 M, Tris—ClH 0.5 M,

EDTA 0.001 M.

Tampónpara transcripcióninversa(RT) (100): Tris—HCI 0.25 M, KCL 0.375

M, MgCI2 0.015 M.

Tampón2OxSSC:ContieneCINa 3 M, citratosódico0,3 M y seajustaa un pH

de 7. Este tampón se utilizó a distintas concentracionesen técnicasde Southern

blotting e hibridación (100).

La mezcladeprehibridación(PM) queseutilizó (100) estabacompuestapor los

siguienteselementos:
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Formamida 50.0ml

20 x SSC 25.0ml

Soluciónde Denhardt(lOOx)... 5.0 ml

Tampónfosfato 1 M 2.5 ml

SDSal 25% 2.0 ml

Agua 10.5 ml

La mezclade hibridación (HM) (100) contenía:

Formamida. 45.0ml

20 x SSC 25.0ml

Solución de Denhardt(lOOx)... 1.0 ml

Tampónfosfato 1 M 2.0 ml

Sulfato de Dextrano 10.0 ml

SDS al 25% 2.0 ml

Agua 8.0 ml

Los tamponesparala detecciónde los geneshibridadoscontenian:

Tampón 1

Tris—CIH 0.1 M

NaCí 0.15 M
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Tampón2

Albúmina Bovina

Triton—X100

EDTA 0.5 M

Tampón 1

30

4

5

1

g

ml

ml

1

Tampón3

Tris-CIH

NaCí

MgCI2

0.1 M

0.1 M

50.0mM

Tampónde terminación

Tris—HCI 20.0 mM

EDTA 0.5 mM

2.5. EQUIPO.

Ademásdelequipoconvencionalparamicrobiología,seutilizaronlos siguientes

aparatos:unacentrífugapreparativaKontronmodeloT—124,unacentrífugademesa
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paratubosEppendorfHettich modelomikroliter, unaultracentrífugaDaimonmodelo

IEC/B—60. Laselectroforesissedesarrollaronutilizandounafrentedealimentación

BioRadmodelo 1420B,lascubetasutilizadasfueronde la casaBioRad.El secador

de gelesfue de BioRadmodelo1125B. La visualizacióndel DNA serealizóen un

transiluminadorde luz ultravioletadeUltraviolet ProduetsInc. modeloTM—75 y los

gelessefotografiaroncon unacámarafija PolaroidMP4. Seutilizó un replicadorde

Steersde Craft MachineSc, unaestufade cultivo Heraeusmodelo B 5042, un

incubadororbital New BrunswickGTS y un espectrofotómetroGilford modelo250.

El pHmetroutilizado fue un MethromHersavmodeloE—512 y el sonicadorun Heat

systems Ultrasonics con cámara de insonorización. El sitema PASCO Data

Management (DIEGO Y NCR COMPUTERS) fue utilizado como método

semiautomatizadodc determinaciónde las ConcentracionesMínimas Inhibitorias.

2.6. MATERIAL INFORMATICO.

2.6.1. HARDWARE.

Fue utilizado un ordenadorpersonalIBM modelo30—021, dotadode monitor

encolorde alta resolución,un disco duro de 20M y dos unidadesde discoexternas

de 5,25 y 3,5 pulgadasde alta densidad.

La impresorautilizada fue una CanonLaser modelo LBP—8111.
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2.6.2. SOFTWARE.

Se utilizó el sistemaoperativo MS—DOS versión 3.30 de IBM Corporation,

1987. PortsmouthEngland

El procesadorde textos empleadofue Word Perfect 5.0, de WordPerfect

Corporation.Utah, U.S.A.

Para tratamientoGráfico seutilizó el sistemaHarvardGraphicsversión2.00de

SoftwarePublishingCorporation,U.S.A.

Como sistemade almacenamientoy procesode datos,seutilizó el dBaseIII

píus versión 1.0. Ashton—tateLtd. 1987.

Comosistemaparala realizaciónde estudiosde análisisde similitud seutilizó

la aplicaciónUPGMA (UnweightedPair Group Method with Averages)(102)del

NumericalTaxonomyAnalysisProgramoriginaldeMichaelGastony proporcionado

por la División de Infección Hospitalariadel Publie Health Laboratory Service

Britanico.

Igualmentese utilizaron aplicacionesinformáticaspara la determinaciónde

pesos molecularesen electroforesis asi como para el cálculo de pureza y

concentraciónde DNA en muestras,determinadospor sucapacidadde absorciónde
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luz ultravioleta, todosellos adaptadospor el Dr. J. Hernándezde la Universidad

Politécnicade Valencia.
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Métodos.

3.1. IDENTIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS.

Todoslos microorganismosrecogidos,fueronreidentificadospor el sistemaapi

20E según indicacionesdel fabricante,con objeto de verificar su pertenenciaal

géneroSerrada,asícomoparala determinaciónde su especie.Igualmentefueron

realizadaspruebasbioquímicascomplementarias.

3.2. MANTENIMIENTO DE LAS CEPAS.

Lascepasestudiadasenestetrabajo,fueronconservadasen lechedesnatadaa —

700C. Surecuperaciónseefectuódescongelandolos vialesy extendiendoun pequeño

volumensobreunaplacade medio de MacConkeycon objeto de obtenercolonias

individuales.Con cl crecimiento sobre medio sólido se procedióa comprobarla

identidad de la estirpe.Estasplacaspuedenser conservadasduranteperíodosde

tiempo no muy prolongadosa 40C.

3.3. CONDICIONES DE CULTIVO.

Las técnicasde siembraempleadasfueron las habitualesque se usancon los

microorganismosaerobios,partiendosiempre de una colonia del microorganismo

crecidoen placaen cultivo puro. Lasincubacionesde mediossólidosserealizaron
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a 330C. durante 18 horas en estufa de incubación (salvo algunos medios de

biotipaciónquerequirieronincubacionesmásprolongadas).Los medioslíquidosse

cultivaronhastael final de la faseexponenciala 330C. en incubadororbitalsiempre

con agitación.

3.4. REALIZACION DE ANTIBIOGRAMAS.

3.4.1. ANTIBIOGRAMAS DE DIFUSION DISCO/PLACA.

Partiéndosedeun cultivo en caldoenfasedecrecimientoexponencial,serealizó

una dilución en agua destilada estéril, hasta conseguir una densidad óptica

correspondienteal valor 0.5 en la escaladeMcFarland.Conla ayudadeunatorunda

de algodón,se distribuyó dicha suspensiónparaconseguirun céspedsobreel que

se colocaronlos discosdel antibiótico elegido. Tras 18 horasde incubación se

leyeronlos diámetrosde los halosde inhibición (93).

3.4.2. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION MíNIMA INHIBITORIA

(CMI).

3.4.2.1. DETERMINACION DE LA C.M.I. POR DILUCION EN AGAR.
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Dicha determinaciónserealizó incorporandoel agenteantibióticoal medio de

cultivo dispensadoen placasde Petri, en distintas concentraciones.El inóculo se

preparóencaldoBHI conunacoloniadecadacepa,trasunaincubaciónparaobtener

microorganismosenfaseestacionadaseajustóla concentraciónal 0.5 deMcFarland

con aguadestilada,unadilución 1:10 deestasuspensión,fueutilizadaparainocular

las placaspreviamentepreparadasutilizándoseun replicadorde Steers.Tras 18

horasde incubación fueron leídaslas placas interpretándosecomo Concentración

Mínima Inhibitoria la menorconcentracióndeantibióticoqueinhibía completamente

el crecimiento del microorganismo,desestimándoseun máximo de dos colonias

individualeso un ligero velo causadopor el inóculo (93).

3.4.2.2. DETERMINACION DE LA C.M.I. POR UN METODO

SEMIAUTOMATIZADO.

Para ello se utilizó el sistemaPASCO, siguiéndoselas especificacionesdel

fabricante.Se inocularontubosde 2 ml. decaldo BHI con unacoloniade cadacepa

problema.Se incubarondurantetreshoras,traslas cualesfue ajustadala densidad

ópticaa un 0.5 deMcFarlanden aguadestiladaestéril. De dicha suspensiónfueron

pasados50 yl a cada uno de los pocillos de los panelesPASCO, que fueron

incubadosdurante18 horasa 370 C. Transcurridodicho tiempo fue determinadala

C.M.I. en un lector semiautomatizado.
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3.5. TECNICAS DE SEGUIMIENTO EPIDEMIOLOGICO.

3.5.1. TIPACION POR SENSIBILIDAD A BACTERIOCINAS

(MARCESCINOTIPIA).

Se siguió el métodooriginal propuestopor Traub et al (55). Se tomaron5 6 6

coloniasde cadacepapatrón crecidasen agarde MacConkeypara inocular tubos

que contenían2.5 ml de TSB, dichostubos fueron incubadosdurante6 horas a

330C. Con los cultivos crecidos,fueron inoculadostubos que contenían9 ml. de

TSB, hastaconseguiruna densidadequivalenteal 0.5 de McFarland (1,5 x 108

microorganismos/ml.)y se incubarona 330C. durante dos horas, despuésde las

cualesfueronañadidosa cadatubo lOpg de mítomicina C por cadaml decultivo.

Los tubos fueron incubadosdurante8 horas a 330C. en oscuridad.Despuésde la

inducción, se añadióa cadatubo 1 ml. de cloroformo. Los tubos fueron agitados

fuertementey centrifugadosa 11)00 x g durante10 minutos. Los sobrenadantes

fueron extraídoscuidadosamentey transferidosa placasde Petri dondesepermitió

su aireacióndurante10 minutoscon objetode eliminar en lo posiblelos restosde

cloroformo. Los extractosde marcescinafueron repartidosen tubos de 1.5 ml. y

congeladosa —700C.

Lascepasa tipar, fueroncrecidashastafaseestacionariaa330C. La turbidezdel

medio fue ajustadaa un 0,5 dc Mcfarland en solución salina, 100 yl. de esta

suspensión,fue añadidaa 3 ml. de agarblando,que fue vertido sobre placasde
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MacConkeysin cristal violeta. Cuandolas placasasípreparadashubieronsecado,

se colocaronsobreellas las gotas(con replicadorde Steers)de cadauno de los

extractosdemarcescinasobtenidosdelascepaspatrones.Lasplacas,yasecasfueron

incubadasa 330C. durantetoda la noche, y trasdicho períodofue interpretadoel

patrónde inhibición.

3.5.2. BIOTIPACION.

Se siguió la técnicadescritapor Grimont et al (9). Se valoró la capacidadde

reducción del tetrationato potásico, la capacidadhemolítica, la producción de

pigmentoy el crecimientosobre distintasfrentesdecarbono.

3.5.2.1. TEST DE REDUCCIONDEL TETRATIONATO POTASICO.

El medioutilizado fue el de Le Minor et al., quefue esterilizadopor filtración

y repartidoen placasmicrotiter estérilesde 12 x 8 pocillos a razónde 0.1 ml. por

pocillo. Cadapocillo fue inoculadocon 20pl de cultivos estacionariosde Serratia

marcescens.Trasincubaciónde 18 horasa330C. seinterpretaroncomopositivoslos

pocillos que habíanvirado de azul a amarillo por el cambio de pH debido a los

protonesliberadosal medio tras la reduccióndel tetrationatoa tiosulfato (95).
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3.5.2.2. CAPACIDAD HEMOLITICA.

SeestudióinoculandoconreplicadordeSteersplacasdeAgardeColumbiacon

5% de sangrede caballo.Las placasse incubarondurantetoda la nochea 33 o C.

Antesde la lecturade lasplacassedejarondurante24 horasa4 0 C. Se interpretaron

comopositivasaaquellascepasquepresentabanun haloclarodehemólisisentomo

al crecimiento(9).

3.5.2.3. PRODUCCIONDE PIGMENTO.

Se utilizó como medio potenciadorde la producciónde pigmento, Agar de

Glicerol y Peptona,quefue inoculadocon las cepasa estudiar.Las placasfueron

incubadasa 330C. y fueronmonitorizadasdurante14 días.Sedio resultadopositivo

a aquellascepasquepresentabancoloraciónentrerosaday rojo intensa(9.96).

3.5.2.4. TESTS DE UTILIZACION DE FUENTES DE CARBONO.

Seutilizó un mediobaserico en mineralesy carentede fuentesdecarbono(94),

que fue suplementadopor separadocon ácido benzóico, DL—carnitina, ácido 3—

hidroxibenzóico,ácido 4—hidroxibenzóico, meso—eritritol, lactosa, trigonelina y

ácido quinico. Las placasfueron inoculadascon replicadorde Steerspartiendode
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cultivosencaldo enfaseestacionaria,incubadasa 330C. y monitorizadasdurante4

días(lactosa)o 14 (restode los azúcares).Seconsiderócomopositivo al crecimiento

claro, desestimandocoloniasaisladas.

3.5.3. TIPACION POR “CODIGO API 20E”.

Los códigosobtenidosen la reidentificaciónporel sistemaAPI 20Edelascepas

enviadaspor los distintosHospitales,fueronarchivadosy utilizadoscomomarcador

epidemiológico(47,60).

3.5.4. FAGOTIPACION.

Se empleó un setde 11 bacteriófagos,utilizándosecomo criterio de tipación,

el patrónde lisis producidopor el conjunto deestosfagosen cadacepaproblema.

Dilucionesdecimalesde los fagos,fueroninoculadassobrelas cepaspropagadoras,

con e] fin de titular los fagosy poderdeterminarla RTD (routinetestdilution). Con

un aparatodefagotipia sedispensaronvolúmenesdedichasdilucionessobreplacas

deTSA quehabíansidobañadaspreviamenteconcultivosde la cepaproblema.Tras

unaincubaciónde 18 horasa 330C seinterpretaronlos resultadossegúnlas calvas

de lisis. Los criteriosde interpretaciónutilizadosfueronlos propuestospor Farmer

(52) y son los siguientes:“—“:negativo, ~ menosde 20 calvas,“+“: entre20 y
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50 calvasy ‘4+”: masde50 calvasy CL: lisisconfluente.Seconsideraunareacción

positiva a partir de 20 calvasde lisis.

Esta técnicafue realizadaparalelamenteen el Servicio de Bacteriologíadel

CentroNacionalde Microbiología,Virologíae InmunologíaSanitariasdel Instituto

de Salud Carlos III (Majadahonda,Madrid) y en la División de Infección

Hospitalariadel Public HealthLaboratoryServiceBritánico.

3.5.5. SEROTIPACION.

Las cepasobjetodel presenteestudio,fueronclasificadasserologicamentepor

susantígenossomáticos(45,54).

Estatécnicafue realizada,en el modotradicional paraestemicroorganismo,en

el Servicio de Bacteriologíadel Centro Nacional de Microbiología, Virología e

InmunologíaSanitariasdel Instituto de SaludCarlosIII (Majadahonda,Madrid) y

en la División de Infección Hospitalaria del Public Health Laboratory Service

Británico, introduciendociertasmodificacionesconsistentesen la detecciónunica

y exclusivade los antígenoslipopolisacáridoscapsularesy detectandolas reacciones

con unatécnicacolorimétricaen un lector de ELISA.
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3.5.6. RIBOTIPACION.

SebasaenestudiodelpatróndehibridacióndesondasdeRNA ribosómico(16S

y 23S),con el DNA total, digeridocon endonucleasasde restricciónde lascepasa

caracterizar(79).

3.5.6.1. EXTRACCION DEL DNA TOTAL BACTERIANO.

Se utilizó fundamentalmenteuna modificación de una técnicabasadaen el

empleodeun agentedesnaturalizantedeproteínasfuerte,el tiocianatodeguanidina.

El método ofreceun alto rendimientode DNA libre de proteínas,el RNA no se

elimina, pero no es obstáculoparalos estudiosposteriores(101,103).

Las cepasfueron cultivadasen caldo LB a 370C y condicionesaerobiashasta

alcanzarel final de la fasedecrecimientoexponencial.Los cultivos fueronentonces

centrifugadosa 1,000ix g durante15 minutos,obteniéndoseasíun pelletdel tamaño

de un granode arroz. Dicho pellet fue resuspendidoen 100A de tampónTE sin

tratamiento enzimático. Las células fueron lisadas con 0.5 ml de tiocianato de

guanidina5 M, EDTA 100 mM y Sarcosil al 0.5% (y/y) (ReactivoG.E.S.). La

suspensióncelular fue agitada y se dejó a temperaturaambientedurante5—10

minutospara permitir la lisis. Los lisados fueron entoncesenfriadosen hielo, se

añadió0.25ml de acetatoamónico7.5 M frío, trasagitarsemantuvola suspensión
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en hielo durante10 minutosmás, tras los cualesseañadió0.5 ml. de Cloroformo—

pentanol(24:1), paraprocedera la eliminaciónde las proteínas.Los tubosfueron

agitadosfuertementehastala mezclade las fasesy se centrifugó a 25,000 x g

durante10 minutos. La faseacuosa(superior)fue transferidaa un tubo Eppendorf,

dondeseañadieron0.54volúmenesde2—propanolfrío, los tubosfueronagitadospor

inversión,pudiéndosever en estemomentola apariciónde la estructurafibrosa de

la moléculade DNA, queseprecipitó por centrifugacióna 6,500 ix g durante30 s.

El DNA precipitadofue lavadovariasvecesconetanolal 70% frío y secadoavacío.

La resuspensiónen 100Ml de aguadestiladaestérilsellevó a cabodurantetoda la

nochea 40C.

La modificación introducida en el método estándardconsisteen un doble

tratamientoquimíco—enzímáticodedesproteinizaciónparaevitar la degradacióndel

DNA extraídopor las potentesnucleasasde Serradamarcescens(104).

La valoracióndel DNA obtenido fue calculadapor la absorcióna 260 nm de

unadilución 1/50de la suspensiónpreparada(A~ ix 2.5 = [DNA] ,ug/pí). La pureza

se analizópor los cocientesde absorcióna 230/260y 280/260 nm (0.45 y 0.515

respectivamenteen muestraslibres de proteínas(100)), así como por electroforesis

en gelesde agarosa(100).
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OtrosmétodosdeextraccióndeDNA total fueronempleadosenfasesiniciales,

perofuerondesestimadospordificultaddemanipulación,excesivotiemponecesario

parasu desarrolloo bajo rendimientoen la obtenciónde DNA (105,106,107).

3.5.6.2. DIGESTION CON ENDONUCLEASASDE RESTRICCION.

A un tubo Eppendortseañadióun volumen de muestraqueconteníaentre5

y 8 pg de DNA, completándolohasta33pl con aguadestilada.Se añadieron7Ml

de unamezcladeespermidina,buffer ix 10 y enzimade restricción(10 u/pl) (2:4:1).

Tras mezclarbien, seincubé a 370C durante4 horas. Transcurridoel períodode

incubaciónseañadieron4 u1 de solucióndecarga de DNA.

Sepreparóun gel de agarosaal 0.7% en tampónTBE (100), quefue cargado,

previa desnaturalizacióna 650C durante5 minutos, con 10—20 pl de las muestras

preparadasde la forma indicada anteriormente. Como marcador de pesos

moleculares,fue utilizadoel DNA del fago lambdacortadoconHindilí y biotinilado.

Las electroforesisfuerondesarrolladasa 35 voltios durante18 horas, después

de las cualesel gel fue teñido con bromuro de etidio (0.5—1yg/ml) durante30

minutos(100),pudiendoserobservadoen un transiluminadorde luz ultravioleta(254

nm). El resultadofue registradopor fotografía con el sistemaPolaroid utilizando

películacon negativotipo 55 de la misma marca.
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3.5.6.3. METODOS DE SOUTHERN BLOYHNG.

Se utilizó la técnicade transferenciaa vacío, para ello se utilizó el aparato

VacuGeneXL de Pharmacia,diseñadopara optimizar la transferenciade ácidos

nucléicosdesdegelesdeagarosaamembranas.El métodotardamenosdeunahora

en efectuarla transferencia(108).

Una hoja de papel Whatman3 MM, 2 cm máslarga y anchaque el gel, fue

colocadasobre el soporteporosodel aparatode transferencia,mojándolocon agua

destilada.Se cortó una membranaHybond—N (0.45 gm de tamañode poro), 1 cm

más larga y anchaque el gel. Dicha membranafue mojadacon 20 ix SSC y fue

cuidadosamentecolocadasobreel papeldefiltro, evitandola formacióndeburbujas.

La láminade gomadel aparatode transferencia,fuemojadacon aguadestiladay se

colocósobre la membranahaciendocoincidirsu ventanacon ésta.Cuidadosamente

se colocó el gel sobre la membrana.Tras la conexiónde la bombade vacío y su

regulación a 50 mBar., el gel se fue cubriendo poco a poco con solución de

fragmentación(0.25 M Clii) manteniéndola4 minutos. Posteriormentey tras la

eliminacióndedichasoluciónseañadiósolucióndedesnaturalización(0.5 M NaOH,

1.5 M CINa), quesemantuvo3 minutos.Procediéndosede igual forma, semantuvo

al gel durante3 minutosen soluciónde neutralización(1.5 M CINa, 0.5 M Tris—

HCI, 0.001 M EDTA) en igualescondicionesambientales.Por ultimo se dispensé

sobre el gel tampón de transferencia (20 x SSC) durante 45—60 minutos,

transcurridoslos cualesse recogió la membrana,aclarándolaen 20 x SSC para
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eliminar los restosde agarosa.El DNA fue fijado al filtro, manteniendoa éste

durante2 horasa 800C. Despuésdeestetratamiento,el filtro podíaser almacenado

a temperaturaambiente,hastael momentode la hibridación.

Despuésde la transferencia,el gel fue re—teñido con bromurode etidio, para

verificar la completatransferenciade DNA.

3.5.6.4. SíNTESIS Y MARCAJE DE LA SONDA.

La sondaqueseutilizó, fue un cDNA sintetizadopor transcripcióninversadel

RNA ribosómico 16S y 23S de Escherichiacoli. Dicho cDNA fue marcadopor

incorporaciónde Biotin—16—dUTP.

La mezclade RNAs fue disueltaen 50 id de aguadestiladahastaalcanzaruna

absorbanciaa260nm de2.0 (100pxg/ml). Inmediatamentesedesnaturalizóla mezcla

a 950C. durante5—10 minutosenfriándosedespuésen hielo.

A un tubo que conteníalos desoxirríbonucleotídostrífosfato (dCTP, dGTP,

dATP) desecados,seañadióen orden:
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5 x RT buffer 10,ul

RNA lOjA

RNAsina 2ul

BSA S4ul

Agua estéril 20 ,ul

Biotín—16—dUTP 1 pl

Transcriptasainversa.... 2 u]

La mezclaasí preparadafue incubadadurante 1 hora a 3’tC. añadiéndose

después1 ,ul de dTFP e incubándosedurante30 minutosmás. Al completarseel

periodode incubación,se enfrió en hielo y se añadióEDTA 0.5 M para detener

la reacción pudiendoser almacenadala sondaa —20
0C (100).

3.5.6.5. PREHIBRIDACION.

200 ,ul de espermade salmón fueron desnaturalizadosa 950C. durante10

minutosenfriándoloinmediatamentedespuésen bañode hielo, seañadieron3.8 ml

de PM precalentadosa 420C, mezclandobien. La membranafue empapadaen 2 x

SSCeliminandoel excesode líquido conpapelde filtro. La membranafue colocada

en el interior de una bolsade hibridación a la que se añadióla mezclade PM y

espermadesalmón.Trasla eliminacióndeburbujasy homogeneizacióndel líquido,
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la bolsa fue cerrada herméticamentecon una selladoratérmica, manteniéndola

durante4 horasen un bañoreguladoa 420C (100).

3.5.6.6. HIBRIDACION.

Se mezclaron5O
4ul de sondacon 20 pl de DNA de espermade salmóny se

sometióa tratamientode desnaturalizacióna 95
0C durantelO minutos,enfriándolo

inmediatamentedespuésen bañodehielo. A la mezclaasípreparadaseañadió0.93

ml de HM precalentadaa 420C.

Se cortó un ángulode la bolsade prehibridacióncon el fin de eliminar, en la

medidade lo posible, la soluciónPM, añadiendoposteriormentela mezclade HM

y sonda.Tras procederseal repartoregulardel líquido en el interior de la bolsay

la exclusiónde lasburbujas,seselló denuevo,incubándolaa420C. durante16 horas

(100).

3.5.6.7. DETECCIONDE LOS GENES.

Despuésde la hibridación,seextrajocuidadosamentela membranay sesometió

a los siguienteslavados:30 segundosa 200C. en 2 x SSC; 5 minutosa 200C. en 2

ix SSC + 0.1% SDS, repitiendode nuevo; 5 minutosa 200C. en0.2 ix SSC+ 0.1%
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SDSprecalentadoa 600C. repitiendode nuevo; 15 minutosa 600C. en0.2 ix SSC+

0.1% SDS,repitiendodenuevo;30 segundosa 200C. en2 x SSCy un lavadobreve

en tampón 1. Se retiró el excesode líquido de la membranay seincubédurante1

hora a 650C. en 100 ml. de tampón 2. Posteriormentese incubó la membranaa

temperaturaambientecon agitacióny durante10 minutosen 7m1 de tampón1 + 7

pl de SAAP (Streptavidin—alkalinephosphatese,BlueGeneKit). Se decantóy se

aclarócon 200 ml de buffer 1 + 0.4 ml. de EDTA 0.5M + 1 ml. de Triton X100

durante10 minutos, repitiendola operacióncon tampónfrescodos vecesmás. Se

realizóun lavadoen 200 ml. de tampón3 durante10 minutosa 200C. y sediluyeron

33 ~d de NBT (Nitroblue tetrazolium, BlueGeneKit) en 7.5 ml de tampón 3,

incorporandodespuésde mezclar bien 25 pl de BCIP (5—bromo—4—chloro—3—

indolylphosphate,BluGene Kít). Se colocó la membranaen un bolsa nueva

añadiendola soluciónde NBT/BCIP, tras la exclusióndeburbujas,seselló la bolsa

y serevelócon agitaciónenoscuridada temperaturaambiente.Cuandolas bandas

fueronclaramentevisibles(entre 1 y 3 horas),seextrajo la membranay se lavó en

tampóndeterminacióndurante5—10 minutos(76).

Despuésdel secadode la membranaa temperaturaambiente,se procedió al

registrográfico de la membrana,por fotografiadoo fotocopia.
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Resultados.

4.1. IDENTIFICACION BACTERIANA Y PRUEBAS BIOQUíMICAS.

4.1.1. FRECUENCIA RELATIVA DE AISLAMIENTOS DE LAS DISTINTAS

ESPECIESDEL GENEROSERRATIAEN MEDIO HOSPITALARIO.

El resultadode laspruebasde identificaciónrealizadasa lascepascomponentes

de nuestracolección,esel siguiente:sehaobservadoquela especiequeseaíslaen

una inmensamayoríade los casoses£ marcescens,seguidamuy de lejos por £

liquefaciens.Se efectuaronigualmenteaislamientosde £ rubidea y £ plymuthica

aunquedemaneraocasional,siendolas frecuenciasrelativasdedichosaislamientos

del 92% para £ marcescens,del 6% para£ liquefaciensy del 1% para £

plymuthicay £ rubidea.Los citadosporcentajesaparecenreflejadosen la figura 1.

4.1.2. PRUEBAS BIOQUíMICAS DE IDENTIFICACION.

En la tabla 1 seexpresael porcentajede positividadde cadapruebacontenida

en la galería API 20E para Serrada rnarcescens y Serrada liquefaciens,

enfrentándoloal porcentajequeindicael fabricante,asícomo la desviacióndel valor

experimentalfrente al esperado.Las otrasdos especiesno sehan consideradopor

su bajarepresentación.

En la tabla II, semuestrael porcentajeobtenidode resultadospositivosa cada
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3. marcescens 92%

8. p¡ymuthica 1%
3. Iiquefaciens 6%

3. rubides 1%

FIGURA 1. Distribución de las distintas especias del género Z~xsati4
aisladas en Hospitales de Madrid.
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100.0
100.0
100.0
18.2

100.0
90.9

100.0
90.9

98.0
0.0

87.0
99.0
85.0
0.0
5.0
0.0
0.0

52.0
- 60.0

100.0
99.0
75.0
98.0
16.0
99.0
75.0
99.0
98.0

2.0
0.0

13.0
1.0

12A
0.0

13.2
0.0
0.0

29.8
21.8
0.0
1.0

25.0
2.0
2.2
1.0

15.9
1.0
7.1

TABLA 1. valores porcentuales da los resultados experizuentales y

de referencia de 5 marcescene y 5 liguefaciens a las pruebas

bioquímicas contenidas en la galeria API 2GB. ami coso la diferencia

entre ambos valores.

Experimental Farner (1985) Mier.

ONAesa

Lipasa

Ferm 0-erabitol

FerIa. adonitol

Fere. dulcitol

98.7 98.0 0.7

99.6 98.0 Lb

0.8 0.0 0.8

94.0 40.0 54.0

0.0 0.0 0.0

TABLA II. Valores porcentuales y de referencia de los resultados

e de las pruebas bioquímicas complementarias realisadas a las cepas de
5.



Resultados.

unade las pruebascomplementariasrealizadasa las cepasdeSerratiamarcescens.

Paralelamentese muestranlos datosobtenidospor Farmer(97) con las mismas

pruebasbioquímicas.

4.2. SENSIBILIDAD A AGENTES ANTIMICROBIANOS.

La determinaciónde las ConcentracionesMínimas Inhibitoriasde una seriede

antibióticos,serealizaronmediantela utilizacióndel panel66Edel sistemaPASCO

(el queseutiliza derutinaparagramnegativos)o la técnicade dilución enagar(93).

Los antibióticosutilizados (los incluidos en el panel 66E), son detalladosa

continuación: tobramicina (4 ,ug/ml), amicacina(1~ug/ml), cefoxitina (~ug/ml),

gentamicina(4ug/ml), trimetroprim—sulfametoxazol(4¿g/ml—3Opg/ml),cefotaxima

(~ug/ml), ticarcilina (Jijug/ml), ácido nalidíxico (1¿~ug/ml), ceftazidima(~ug/ml),

norfloxacina(~ug/ml) y fosfomicina (3~ug/ml). Otros antibióticos incluidos en el

panel (ampicilina, cefalotina, tetraciclina, colistina, nitrofurantoina, cefuroxima,

cefazolinay amoxicilina/ácidoclavulánico),no fueron tenidosen cuentapor ser

Serradaínarcescensresistentedemaneranatural.Seincluyeronademásenel estudio

los siguientes antibióticos: kanamicina (25pg/ml), imipenem (1~ugIml),

ciprofloxacina(4pg/ml) y cloranfenicol(3~ug/nil). Los puntosdecorteconsiderados

(indicadosentreparéntesis)fueronlos indicadosporel NationalComiteefor Clinical

LaboratoryStandards(NCCLS) (93).
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FIGURA 2. Frecuencia de cepas resistentes (%), A> en 1965
y B) en la actualidad, a los antibióticos indicados.

M.I.C.50 M.I.C.90 RANGO

Tobramicina 4 =16 0-25 — 16
Amicacina 4 16 1 - 64
Cetoxitina =32 =32 1 - 32
Gentamicina 1 =16 0.25 - 8
Trim./sulf. =0.5/9.5 =4/26 0.5/9.5 — 4/76
Cefotaxima =2 8 2 - 64

Ticarcilina 16 =128 8 - 128
Ac. nalid. =16 =32 16 — 32
Ceftazidirna =0.5 1 0.5 - 16
Norfloxac. 2 =4 2 - 4
Fostomicina =16 128 16 - 128

TABLA 1111. valores de C.M.I.50 y C.M.I.~ de los aislamientos
de Serratia marcescens a los antibióticos ensayados; así como
el rango de diluciones utilizadas.
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Resultados.

El porcentajede resistenciasa los distintosantimicrobianosensayados,aparece

reflejado en la figura 2k El porcentajede cepasresistentesen el inicio de la

consideración de Serrada marcescenscomo germen causantede infección

nosocomial,sedeterminótrasel estudiode los primerosaislamientosrealizadosen

Españapor E Baquero(1969) (92), y aparecerecogidoen la figura 2B.

Nos pareció interesante,por otra parte,estudiarde maneracomparativaa las

poblacionessensiblesdel grupo de cepasaisladasrecientementefrente al de

aislamientos“históricos’ (1969).Paraello serealizó la determinaciónde lasC.M.1.

por el método de dilución en agar, lo cual permitía ampliar los márgenesde

diluciones de antibióticos ensayados.Los resultadosde dichos experimentos,se

recogenen la figura 3.

En la tabla III semuestranlos valoresde C.M.l.~ y C.M.l.~, paralos distintos

antibióticos contenidosen el panel, así como los rangosde concentracionesde

antimicrobianoutilizados.

4.3. TIPACION POR SENSIBILIDAD A BACTERIOCINAS.

El enfrentamientode las 184 cepasde £ marcescensensayadascon las 10

marcescinassugeridaspor Traub, ha permitido asignarun 10 patronesconcretosa

104 cepas,resultandolas restantes80 cepasno tipablespor estemétodo.
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Resultados.

La frecuenciade inhibición de cadauna de las bacteriocinassobre las cepas

estudiadasesla siguiente:bacteriocinanúmero46, 23.3%; bacteriocina16, 20%,

bacteriocinas5,18,31 y 33, 19.6%; bacteriocina12, 14%; bacteriocina17, 9.7% y

bacteriocínanúmero10 9.2%. La bacteriocinanúmero43 no inhibió el crecimiento

de ningunade las cepasensayadasde nuestracolección.

Las cepasestudiadaspor estemétodo,presentaronunos perfilesde inhibición

por lasmarcescinaspatronesdenúmerovariableentre1 y 5, siendolo másfrecuente

la presenciade 2 ó 3 halosde inhibición por cepa.

Han sido detectados10 marcescinotiposdistintossegúnel patrónde inhibición

inducido con el juego de bacteriocinasempleado.De ellos, 4 correspondena

patronespreviamentedescritospor Traub (VII, XXXI, XL y LVIII), mientrasque

los 6 restantesno hansido descritospreviamente.A los 6 nuevosmarcescinotipos

encontradosse les ha denominadoMi, M2, M3, M4, MS y M6. Todos los tipos

encontradosson detalladosen la tabla IV.

En la figura 4 semuestracomoejemplola aparienciade unacepacon inhibición

por las bacteriocinas5,16,18,31 y 33 (marcescinotipoMi).

La frecuenciarelativade los marcescinotiposencontradosaparecereflejadael

la figura 5.
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TABLA IV. Descripción de Los distintos marcescinotipos encontrados. B: cepas no tipables; Ml, M2, 
M3, M4, MS y H6: nuevos’marcescinotipos; XxX1, XL, LVIII y VII: marcescinotipos descritos previamente. 

FIGURA 4. Aspecto de una placa lista para su interpretación 
en marcescinotipia (marcescinotipo IU). 
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Resultados.

En la figura 6 semuestrala distribuciónde los marcescinotiposencontradosen

cadaHospital.

La reproducibilidaddel métodoennuestrocaso,ha sido del 97.5%. El valor

de tipabilidaddel método,deducidodel númerode cepasensayadasy el número

de cepastipables,ha sido del 56.5%. El coeficientede discriminaciónaplicando

la fórmuladediversidaddeSimpsonadaptadaparatipaciónbacteriana(43) fue del

74%. En cuantoa la simplicidaddel método nos pareceaceptable,pueslo más

tediosopuedeser la preparaciónde las bacteriocinaspatrones,sin embargoestose

realizauna vez cadaseis meses,produciéndosegran cantidadde marcescinasque

puedenconservarsecongeladas.Superadaestafase, el desarrolloexperimentaldel

tipado,essencillo,no requiereequiposni técnicascomplicadas,y puedenobtenerse

resultados en 24 horas.

4.4. BIOTIPACION.

Este método permite concretar dos niveles distintos de subespeciación:

biogrupos, que consisten en familias de microorganismos afines por su

comportamientobioquímico, y quesedividen a su vez en biotipos.

Sehanestudiado160cepasde lascualestodashanpodido serencajadasenuna

categoríaconcreta,no existenpor tanto segúnesta técnicacepasno tipables.Las
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Resultados.

cepasestudiadashan sido distribuidasen 10 biogruposdistintos y en 17 biotipos.

Las pruebasrealizadassonlassugeridasporGrimontet al. (9). Dichaspruebas,

así como el comportamientode nuestrascepas frente a ellas, se detallan a

continuación:

Crecimientoa utilizando como única frente de carbonolos siguientes

compuestos:

Ac. benzóico . 16.2%

Ac. 3—hidroxibenzóico 51.2%

Ac. 4—hidroxibenzóico 58.7%

DL—Carnitina 40.6%

m—Eritritol 38.1%

Quinato 39.4%

Trígonelina 42.5%

Lactosa 10.6%

1-lemólisisde sangrede caballo 19.4%

Producciónde pigmento 10.0%

Reduccióndel Tetrationatopotásico .. 78.7%
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Resultados.

4.4.1. BIOGRUPOS.

La frecuencia de aparición de cada uno de los biogrupos encontradosse

representaen la figura 7.

La distribución por biogruposen cadaHospital, semuestraen la figura 8.

4.4.2. BIOTIPOS.

En la figura 9 semuestraamododeejemplounaplacaquecontienemedioM70

adicionado con Ac. benzóico. Pueden observarse8 cepasnegativas (números

1,3,4,6,9,12,14y 16) y 8 cepaspositivas(números2,5,7,8,10,11,13y 15) paraesta

prueba.

La frecuenciade apariciónde cadabiotipo serepresentaen la figura 10. No se

encontóningunacepapertenecientea los biotiposA3d ni A8c.

La frecuenciade apariciónde cadabiotipoen los 5 Hospitalessedescribeen la

figura 11.

La tipabilidadobservadaesdeI 100%.
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FIGURA 9. Placa de medio BI70 adicionada con Ac. benzói 
donde se aprecian cepas capaces de crecer y cepas incapaces. 
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Resultados.

Para hablar de reproducibíbilidady capacidadde

distinguirentrebioagrupacíóny biotipaciónyaqueestos

los dos nivelesdesubespeciación.La reproducibilidad

consideramosbiogrupos,mientrasquees de un 72.5%

coeficientedediscriminacióntieneunvalordel78% en

en biotipación.

discriminaciónhemosde

conceptossonvariablesen

seha fijado en un 85% si

considerandobiotipos. El

bioagrupacióny del89.2%

En cuanto a la simplicidadhemosde decir, queel método requierecontinua

preparacióndemedioscomplicados,espor tanto trabajoso.La interpretaciónde las

pruebasrequieretiemposde hasta 14 díasdurantelos cualeses preciso realizar

lecturas continuas. Estos tiempos largos de lectura propician además la

contaminación de las placas, generalmentecon hongos, que dificulta su

interpretación,queresultaademástremendamentesubjetivaporla apariciónfrecuente

de coloniasaisladaso “velos’ de crecimientodudoso.

4.5. TIPACION POR EL SISTEMA API 20E.

Las 20 pruebasbioquímicascontenidasen la galería API, junto con la de

determinaciónde la actividad oxidasa,fueron aplicadasa 185 cepasde nuestra

coleccióndistribuyéndoseen 25 “api—tipos” distintos (“a”—”y”). Los códigosAPI,

así como la nomenclaturautilizadapara cadauno se especificanen la tabla V. A

todaslas cepaspudo ser asignadoun código concreto.
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TABLA V. Denominación de cada uno de Los 25 api-tipos encontrados. 

FIGURA 12. Fotografía de un api realizado a una cepa de 
nuestra colección (api-tipo p). 
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Resultados.

Las frecuenciasde resultadospositivosde cadaunade las pruebascontenidas

en la galeríase handescritopreviamenteen estatesis.

En la figura 12 se muestraun API realizadoa unacepadenuestracolección.

Dicha cepaencajaen el perfil quehemosdenominado“p”.

Lasfrecuenciasde aparicióndecadaAPI—tipo aparecenrecogidasen la figura

13.

La distribución de los API—tipos desglosadapor Hospitales,se muestraen la

figura 14.

la tipabilidaddel métodoesdel 100% dadoqueningunacepafue clasificada

como “no tipable”. La reproducibilidadha sido fijada en un 62.5% incluso en

condiciones ideales de ajuste del inóculo y estandarizacióndel método. El

porcentajedediscriminaciónresultóserde un 81.7%.La simplicidadde] método

es elevada, ya que todos los productos y reactivos son suministradospor el

fabricante,y los tiemposde incubaciónson de 18 horas.
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Resultados.

4.6. SEROTIPIA Y FAGOTIPIA.

Estasdostécnicasfueronrealizadasde manerarepetidaen el departamentode

bacteriologíadel Instituto de Salud CarlosIII (Madrid) y la Division of Hospital

Infection del Public Health Laboratory Service (Londres). Con los resultados

obtenidosen amboslaboratorios,se calcularonlos porcentajede acuerdoque se

enuncianacontinuación:parala serotipia9.3% y parala fagotipia 59.2%. El bajo

porcentajedeacuerdoparalos resultadosdeserotipia,puedeexplicarsepor el hecho

de que ambos laboratorios utilizaron técnicasdistintas (aglutinación y ELISA

respectivamente),y en el laboratoriobritánico seutilizaron dos nuevosantisueros.

Los resultadosconsiderados,a partir de estemomentofueron los correspondientes

al PublicHealthbritánico por dosrazones:a) El nuevométododeserotipiasehabía

optimizadopor ofrecermásdiscriminacióny mayorreproducibilidad;a) la fagotipia

serealizóa todaslas cepasa la vez, y la interpretaciónfue realizadapor la misma

persona.

4.6.1. SEROTIPIA.

Se estudiótotal de 190cepas,de las cuales183 fueronclasificadasen 17 tipos

distintos, resultandolas 7 restantesno tipablespor estemétodo.

Las frecuenciasde distribuciónde los serotiposencontradossemuestranen la
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Resultados.

figura 15.

La distribuciónpor Hospitalesdecadaserotipose muestraen la figura 16.

La tipabilidaddel métodoseha fijado enun 96.3%. La reproducibilidaden

un 97.5 y el coeficientedediscriminaciónen un 87%. La simplicidaddel método

es la típicade unatécnicaELISA, con la complicaciónadicionalde que dadoque

no secomercializanlos anticuerpos,sehacenecesariasu producción.

4.6.2. FAGOTIPIA.

Fueronfagotipadas188cepasenfrentándolasa un juegode 11 fagosespecíficos

de S. rnarcescens.Un total de 29 cepasresultaronno tipablespor estemétodo,

fijándosepor tanto la tipabilidad de la técnicaen un 84.6%.

Dadas sus limitaciones, es imposible utilizar la fagotipia como marcador

epidemiológicopor si sola, sin embargo,es utilizada para subelasificarlos tipos

obtenidospor serotipia.
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4.6.3. COMBINACION DE SEROTIPIA Y FAGOTIPIA.

La asociaciónde estasdostécnicas,esactualmenteel métodode referenciade

tipaciónde Serrada.

Aplicando estaasociacióna nuestracolección,hemosconseguidopasarde 17

tipos determinadospor serotipia a 58 tipos distintos, además,de las 7 cepasno

tipablespor serología,2 hanresultadoser tipablespor fagotipia. Se ha producido

un incrementode tipabilidad de un 1.1% (de 96.3% con serotipiaa 97.4% con

serotipia+ fagotipia) y un incrementodel porcentajede discriminaciónde 10.5%

(de 87 por serotipiaa 97.5 con serotipia+ fagotipia).

4.7. RIBOTIPACION: NUEVO MARCADOR EPIDEMIOLOGICO PARA

SERRATÍA MARCESCENS.

4.7.1. EXTRACCION DEL DNA TOTAL

Muchosmétodosfueronempleadosen las fasesiniciales y fuerondesechados

igualmentepor requerirgrandesvolúmenes,dificultad de manejoo tiemposlargos

de operación.El métodoóptimo paranuestropropósitoparecíaserel propuestopor

Piteher et al (1987), pues era sencillo, requería pocos reactivos, se utilizaban

volúmenesnuncasuperioresa 1 ml y seobteníaalto rendimientode DNA en un
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tiempo relativamentecorto. La técnica de extracción con G.E.S. no se había

ensayadocon& marcescenshastael momento.Los primerosensayosrealizadospara

obtenerDNA total de& marcescenscondicho métodono fueronsatisfactorios:Los

DNAs extraídosparecíanser de buenacalidad cuandose estudiabasu densidad

ópticaa230,260y 280 nm y cuandosesometíanaelectroforesis,aparecíanbuenas

bandascromosómicas.Sin embargo,cuandose intentabaunadigestiónde dichos

cromosomascon diversasendonucleasasde restricción,seobservabadegradación

total del DNA que impedía la observaciónde los patronesde restricción del

cromosoma,incluso a tiempos tan cortosde incubacióncomo de cinco minutos

(Figura 17, carriles 4,5,6 y 7). Paralelamentese incubó una muestrade DNA en

condicionesideales para su degradación(fuerza jónica, temperatura,etc) durante

1,5 horassin enzimaderestricción.Despuésdeestetiempo,el cromosomaaparecía,

en gel de agarosa,con el mismo aspectoque la mismamuestrasin incubar(Figura

17, carriles 2 y 3). Por otra parte extrajimosDNAs de otras especiesafines

(Acinetobactercalcoacéticus,Klebsiellapneurnoniaey Enterobatercloacae)para

observarsi obteníamosresultadossimilaresy se obtuvieronDNAs de apariencia

normalcapacesde serdigeridospor endonucleasasderestricción,ofreciendoperfiles

de cortenítidos (Figura 18, carriles7,8 y 9).

Pensandoqueel fallo en la extracciónde DNA en 5. marcescenspodíadeberse

a la gran cantidadde nucleasasquedicho microorganismoexcretaal medio (104),

y que probablementela cantidadde tiocianatode guanidinaempleadano eracapaz

de desnaturalizar,decidimosmodificar la técnicade extracciónde la siguiente
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FIGURA 17 RXtracCi6h de DNA total eh Serretis mercescens por el metodo G.E.S. 1) marcador de pesos 
moleculares, 2) DNA recientemente extraido, 3) DNA incubado a 37" 
del DNA a 37" con EcoRI s distintos tiempos (5.10.30 y 60 minutos). 

durante 1.5-h. 4.5.6 JI 7) incubaci6u 

FIGURA18. Modificación del mCtodo de extracción de DNA. 1) marcador de pesos moleculares, 2) DNA 
de S. marfescens extraldo con el mCtodo modificado, 3) digestión con SspI durante 4h a 37'C de DNA de 
S. mar- extraido con el metodo modificado, 4) DNA de 
5) digestión con SspI durante 10min e 37'C del DNA de 

&~&S~-c-scr~ extraldo con el mCtodo G.E.S. 

digestión con SspI durante 4h s 37'C del DNA de 
5. marcesca extraído con el mCtodo G.E.S. 6) 

S. extraido con el metodo G.E.S., 7.6 y 9) 
DNA de otras especies afines extraidas con el metodo G.E.S . y digeridos durante 4h e 37'C con Ssp1 

(8cinctobacrcrctrr faru y I<lebsiella). 10) marcador de pesos moleculares. 



Resultados.

manera:

1) Introducción de un paso de eliminación de proteínascon fenol—

cloroformo (50:50),justoantesdel tratamientoconcloroformo—pentanol

(24:1) descritaen el método original.

2) Incubacióncon500~xg/gldeProteinasaK durantelh a 37>’C. Después

de ensayarla incorporaciónde este tratamientoenzimáticoen distintas

etapasdel protocoloestándard,decidimosquelos resultadosóptimosse

conseguíanrealizándolo en la etapa final, despuésde que el DNA

precipitadoconetanol, hubieraresuspendidototalmente(2—3h).

3) Doble etapade desproteinizaciónquímica(fenol—cloroformoseguida

decloroformo-.pentanol)conobjetodeeliminar la proteinasaK utilizada

asícomolos restosprotéicosobtenidos.

La modificacióndescrita(103), a pesarde prolongarligeramenteel protocolo

de extracción,ofrecía DNAs libres de nucleasasque podían ser utilizados para

nuestrospropósitos(Figura 18 carriles2 y 3).
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4.7.2. DETERMINACION DE LA ENDONUCLEASA DE RESTRICCION

OPTIMA.

Para la elecciónde la endonucleasade restricciónmásadecuadapara nuestro

trabajo,decidimosextraerel DNA total de una cepade colección,£ marcescens

ATCC 8100, y digerir por separadoconun grupoheterogéneode endonucleasasde

restricción. Utilizamos para ello las siguientesenzimas:BglI, PstI, Sael, Haelil,

BamHI, XhoI, SspI, Dral, Hindilí y EcoRí. El gel fue transferidoa unamembrana

de nylon, que fue hibridadacon una sondabiotiníladaobtenidapor transcripción

inversadel DNA codificantepara los genes165 y 235 de RNA ribosómicodeE.

coli. Los perfilesderestriccióny los de hibridaciónaparecenrecogidosen la figura

19. A la vista de los resultadosobtenidos,seescogió en un principio BamHI por

ofrecer un patrón de interpretaciónsencillacon bandasbien definidas. Tras la

realización de algunaspruebas,decidimosdescartartal enzimapor las siguientes

razones: a) el número de bandas era pequeño obteniéndosepor ello baja

discriminación,b) las bandasproducidasteníanpesosmolecularesmuy parecidos

(altos),aparecíanen la mismazonade! gel, y erafácil confundirlasentresí. En este

momento, decidimosque la enzima óptima por el patrón que ofrecía era SspI,

producíaunafragmentaciónde un amplio rango de pesosmoleculares,con bandas

clarasy ennúmeroadecuado,ni reducido(bajadiscriminación)ni elevado(dificultad

de interpretación).SspIhasidopor tantola endonucleasade restricciónutilizadapara

la caracterizaciónde las cepasde nuestracolección.

94



123456 - 8 9101112 

123456789101112 
R 

FIGURA 19 Patrones de restricci6n (A) e hibridación (B) del DNA de 5. ATCC 8100 con las 
siguientes enzimas de restricción: 3) BglI, 4) PstI, 5) SacI, 6) HacIII, 7) BamHI, 8) RhoI, 9) SspI, 10) 
DraI, 11) RindI y 12) ScoRI. 



Resultados.

Hemosobservadoademásque Haellí producetan numerososcortes en el

cromosomadeSerratia,queofrecefragmentosde muy bajopesomolecularqueno

son observablesen la electroforesis.

4.7.3. ELECCION DE LAS CEPAS OBJETODE ESTE ESTUDIO.

Paraestimarla validezde la ribotipia como métodode subespeciaciónde &

marcescens,seseleccioné,en funciónde los resultadosde serotipia+ fagotipia, un

grupo de cepasde entre las 209 que formabannuestracolección.Se eligió así un

total dc 91 cepas que constituían un grupo heterogéneoy que contenía

representacionesde los 5 hospitalesestudiados.

4.7.4.RIBOTIPACION DE LAS CEPASSELECCIONADASUTILIZANDO SspI

COMO ENDONUCLEASA DE RESTRICCION.

Unaseriedeensayosinicialesfueronrealizadosparala determinacióndelvoltaje

y del tiempo apropiadoen las electroforesis,quesefijaron en 35 voltios y 18 horas.

La aplicaciónde estatécnicade tipación sobre las 91 cepaspreseleccionadas

ofreció unaseriede perfilesde hibridación,en los cualesaparecíaunaampliagama

de bandasde muy distintos pesosmoleculares.En la totalidad de las cepas,puede
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FIGURA 21 A) marcador de pesos moleculares, b) 14 bandas distintas encontradas tras hibridación
con una senda de raRA de UNAs de L mar~fl~ana digeridos Con SspI. Se especifica la denominación de cada
banda así como su peso molecular y frecuencia relativa de aparición.

TABLA vi. DescrIpción de lo. distinto. ribotipo. encontrados en 3. marceacons. (4. preaencia de

banda: -. ausencia de banda).



Resultados.

apreciarsela presenciade una banda especialmentegruesa de 2.9 kb, que

denominamos“N”. En los filtros revelados,por debajode la bandacomúnseobserva

un número variable de bandasque en la mayoría de los casos son de difícil

interpretación.Trasestudiarla posibilidaddeconsiderarexclusivamentelas bandas

de pesosmolecularessuperioresal de la bandaN, evitandoasí teneren cuentalas

bandasconfusasde pesospequeños,llegamosa la conclusiónde que estasno

aportabanprácticamentenada,siendopor ello perfectamenteprescindibles.Según

lo expuestocon anterioridad,hemosencontrado14bandasposiblesquevarianentre

2.9 y 20 kb (“A’—’N’j. Su localizaciónrelativaen los filtros, denominación,pesos

molecularesy frecuenciade apariciónsemuestranen la figura 21.

Las 14 posibles bandas se combinan entre sí para formar los distintos

“ribotipos’. Se hanencontradopatronesquecontienendesde4 a 13 bandasdistintas,

aunquelo másfrecuenteesquepresenten7 u 8 bandas(59% delas cepas).Se han

encontrado41 ribotipos distintos,quesedetallanen la figura 22 y en la tabla VI.

La frecuenciade apariciónde cadaribotipo en el grupo de 91 cepassemuestra

en la figura 23.

La frecuenciade cadaribotipo encadaHospitalde los estudiados,sedetallaen

la figura 24.

El gradode relaciónde las cepasentresí aparecerepresentadoen forma de
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Resultados.

dendrogramaen la figura 25.
e1

‘“3L•. -

4 ~
La tipabilidad del método ha sido del 100% dadoquea todasy cada

una de las cepasestudiadashapodido asignarseun ribotipo. La reproducibilidad

ha sidoevaluadaen un 100% enfuncióna la comparaciónde los resultadosparala

cepade colección(ATCC 8100), quefue incluida en todos los experimentos,así

como otras cepasque fueron incluidasen másde una ocasión.El coeficientede

discriminación fue calculado según el de variabilidad de Simpson aplicado a

métodosde tipación bacteriana(43) y seestimó en un 0.925.

A pesardequelasetapasdepuestaapuntodel métodoson laboriosasy pueden

resultar tediosas, superado este punto, el seguimiento de los protocolos

experimentalesno revistemayor dificultad. El tiemponecesarioparala emisiónde

resultadospartiendode un cultivo puro en placadel microorganismoes de 3 días.

La distribucióndel trabajo paracumplir estapremisaes la siguiente:

Día 1 Obtenciónde DNA total y purificación (4 horas).Digestióncon

endonucleasasde restricción (4 horas). Carga del gel e inicio de la

electroforesisque serealizarádurantela noche.

Día2Transferenciaa vacíoa filtros denylon (1 hora).Fijacióndel DNA

transferidoa los filtros a 800C (2 horas).Prehibridación(4 horas).Inicio

de la hibridaciónque serealizarádurantela noche.
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FIGURA 25a. Dendrograma de similitud de cepas pertenecientes al Hospital A
(Ciudad Sanitaria “La Paz”) basado en sus ribolipos. Las cepas marcadas
coriesponden a las epidemias propuestas(tabla VII).
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Resultados.

Día 3 Detecciónde las bandashibridasbiotiniladas(3 horas).Emisión

del resultado.

Los resultadosobtenidospor la aplicación del método a nuestracolección,

permitieronevidenciardistintos focos epidémicos.Por otra parte,para probarla

eficacia del método, se escogieronparejasde cepasrepresentativasde distintas

epidemiaseuropeaspreviamenteconfirmadaspormediacióndetécnicastradicionales.

4.7.4.1. DETECCION DE FORMA RETROSPECTIVA, DE GRUPOS

EPIDEMICOSENTRE LAS CEPAS DE NUESTRA COLECCION.

Estudiandolos datosepidemiógicosde lascepasdenuestracolección(fechade

aislamiento,Hospital,servicio,paciente),ribotipo y marcadorestradicionales,sehan

obtenidoalgunosgruposenlos queseproponeun origenclonal. Dichosgruposhan

sido detalladosen la tabla VII y en la figura 26.

4.7.4.2.COMPROBACIONMEDIANTE RIBOTIPIA DE EPIDEMIAS EUROPEAS

PREESTABLECIDASPOR OTROSMETODOS DE TIPACION.

Los patronesde hibridación de cepasrepresentativasde epidemiaseuropeasse

muestranen la figura 27. El número1 correspondea trescepasextraídasde una
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CEPA Hes!’. SERV. RIBOT. SEROT. FAGOT.

215 e Reanlm. R22 3255 4.6.8,11
216 e Rean{rn. R22 3255 4,6,11

217 e Nefrol. R21 1254 NT
237 0 Nefrol. R21 1254 NT

80 E Ural. R38 1254 1.2.4.5,7,9.10.11
104 E Ural. R38 1254 1.2.4.5,7.9.10.11

62 A Neonat. RíS 3255 1.2.4.6,7.11
65 A Neonat. RuS 3255 1,2,4,6,7,11

141 D 7 R21 21 4
161 0 7 R21 21 4
164 0 7 R21 21 4
168 0 Nefrol. R21 21 4

158 U 7 R31 16 10
159 o 7 EM 16 10

171 0 UVI Neur. R12 14 2,3.5.6.7.8.9.11
172 0 lflTI Neur. R12 14 2.3.5.6,7.8.9.11
173 0 UVI Neur. R12 14 2.3.5.6,7.8,9.11

179 0 Med.Ilnt. R39 10 2.4.7
181 0 Med.rnt. 1139 10 2,4,7

183 o Ural. 1111 3255 3.4,7.8,11
184 o Ural. 1111 3255 3.4.7.8,9,11

186 0 Oir. 1140 6 2.3.6.11

188 0 Oir. 1140 6 2.3.6,11
191 0 Oir. MO 6 2.3.6

190 0 U’JI Med. 1121 1254 1.2,7
196 o Uví tied. 1121 1254 1.2.1
199 o mit Med. 1121 1254 1,2.6.7,11

TAELA VII. Posible origen clonal de cepas de nuestra
colección estimado por datos epideniiológicos, ribotipia y
marcadores tradicionales. A, Ciudad Sanitaria “La Paz”; B,
Fundación Jiménez IJiaz; O, Hospital Gregorio Marañón y U,
Hospital Ramón y Cajal.
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Figura 27 cepa8 de 9.a. representativas de importantes epidemias ocurridas cn paises 
europeo*. 1) Roelare ~llnlc for lung and hcart disoases. Bclgica: 2) Sophía chíldrcn's Hospital de 
Rotterdam. Holanda; 3 y 4) St. James Hospital de Dublin, Irlanda: 5) Roya1 Infirmary de Lciccstcr, ~cino 

Unido p 6) Beraich Mcdírln (CharitC) Dar Humboldt-UnivarmitYt LU Berlín Institutc fur Míkrobiologíc cn 
Berlin. Alemania. 



Resultados.

epidemiade 12 aislamientosen el RoselareClinic for Lung andHeart Diseasesde

Bélgicaen 1989; El número2 representaa 7 aislamientosrealizadosen el Sophia

ChíldreiVs Hospitalde Rotterdam,Holandaen 1990. El 3 y el 4 con 2 epidemiasde

23 y 18 aislamientosque acontecieronen 1987 y 1989 respectivamenteen el St.

JamesHospital de Dublín, Irlanday queparecenestarcausadaspor la mismacepa.

El 5 representaa una epidemiaconsistenteen 16 casosen el Royal Infirmary de

Leicester,Reino Unido en 1990 y el 6 a un conjuntode 73 aislamientosefectuados

en el BereichMedizín (Chanté)en Is Humboídt—Universitátdel Berlin Institute tun

Mikrobiologie de Berlín, Alemaniaen 1990.

4.8. COMPARACION ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE TIPACION

ESTUDIADOS.

4.8.1. OPERATIVIDAD Y EFICACIA DE LAS TECNICAS.

La operatividad(simplicidad) de cadamétodo ha sido calculadamediantela

descomposiciónde este parámetro en los siguientes parámetrosparciales: no

necesidadde un equipamientoespecial;facilidad en la preparaciónde reactivos;

estabilidadde productosy reactivos;sencillezdel protocolotécnico; corto tiempo

de realización y facilidad de interpretación. A cada uno de estos parámetros

parciales,se le asignó una puntuación variable entre 1 y 100. Con la media

aritméticade dichosvaloressecalculóel grado de simplicidad global,queaparece
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Resultados.

reflejadoen la tablaVIII.

La eficacia ha sido previamentedescritapara cada método (ver capítulos

anteriores) desglosándola en tres valones: tipabilidad, reproducibilidad y

discriminación. En la tabla IX se recogendichos valores para cada técnicade

tipación, así como el valor de simplicidad calculado de la forma anteriormente

indicada.

4.8.2. GRADO DE ACUERDO ENTRE LOS DISTINTOS METODOS DE

TIPACION.

El grado de acuerdosecalculé estudiandolos resultadosde cadamétodo de

tipación en todas las posiblesparejasde cepasde nuestracolección. Con la

comparaciónde estasmatrices,dos a dos, se calculéun coeficienteporcentualde

similitud (S) entreparejasde técnicasde la siguientemanera:

S = Res + cd)! Nl x 100

Siendocs el númerode coincidenciasdesimilitud, esdecir, númerodeparejas

de cepasque resultan idénticaspor los dos métodosen estudio; cd el númerode

coincidenciasdedisimilitud, númerodeparejasde cepasqueresultandistintassegún

los dos métodosen estudioy N el númerototal de posibilidades:coincidenciasde
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No equipamiento especial

Fácil preparación cíe reactivos

Estabilidadde prods. y reacis.

Sencillez cíe protocolo técnico

Poco tiempo de realización
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30 30 100 10 10 20

80 20 80 50 30 50
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90 90 90 80 60 50

90 10 80 70 10 90

75 52 87 55 35 45
J

TABLA VIIL Valoraciónestimativa de la simplicidad cíe los distintosmétodos
empleados. Para cada uno de los parámetros y las técnicas de tipación se ha dadoun
valor de 1 a 100. La simplicidad global seha calculado corno media aritmética de

los valores parciales (le cada parámetro.
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Serot. + Fagot. Ribotipia

Marcescinotipia 70.3 66.6

API-tipación 38.5 75.3

Biotipia 88.4 84.4

Bioagrupación 69.8 ‘75.5

Serot. + Fagot. -- 91.3

TABLA X. Valores porcentuales del grado de
métodos de tipación. Se consideraron acuerdos en
disimilitudes.

acuerdo entre
similitudes y
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similitud + coincidenciasdedisimilitud + diferencias(númerode parejasde cepas

que, siendo iguales según un método, resultan distintas según el otro). Dicho

coeficientesecalculóparalas combinacionesde la técnicade referencia(senotipia

+ fagotipia)y la técnicamolecular(ribotipia),conel restode técnicas.Los resultados

seesquematizanen la tabla X.
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Discusion.

A la vista de nuestrosresultadosde identificación de los microorganismos

recibidos,sepuedever, comoerade esperan,quela especiemayoritariadel género

SerratiaessindudaalgunaSerratiamarcescens,seguidaadistanciaconsiderablepor

& liquefaciens, quizá esto pueda debersea que son estas dos especieslas

mayoritariastambiénen mediosnaturales(5). La frecuenciade aislamientode 5.

liquefaciensindicadaporJohnsony ElIner (1974)(109) espróximaa la nuestra(9%

versus 6%), otros autores(5,110) indican sin embargo frecuenciasmenores.5.

rubidea se aisló ennuestraserieen un porcentajedel 1%, frecuenciaalgo inferior

a la propuestapor Johnsony Elíner (1974) (109), y similar a la de Cnoycey Lenoc

(1977)queindicanel aislamientode unacepade & rubideade un total de 111 (8).

No hemosencontradoreferenciaalgunaque haga mencióna aislamientosen el

hombrede 5. plymuthica, descritacomo mayoritariamentehabitantede aguasen

mediosnaturales(3).

La mayoría de las cepasestudiadascumplen las característicasbioquímicas

típicasdel géneroSerratia: hidrólisis de la gelatinae incapacidadde fermentación

de la rhamnosa.Existensin embargoun porcentajeestimablede microorganismos

identificadoscomo5. liquefacienscon capacidadde fermentacióndedicho azúcar,

se podría considerar su pertenenciaa las biovaniedadesRB o RQ, posibles

subespecies “rhamnosa positivas” dentro de la especie £ liquefaciens(4).
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El análisisde las diferenciasmayores(másdel 15% de divergencia)entre los

resultadosobtenidoscon nuestraseriey los esperadosparala pruebaAPI 20E, se

comentana continuación:

En el testde fermentaciónde la melibiosa,observamosJamayordivergenciade

nuestrosresultados(6.8% positivas)respectode los indicadospor el fabricante

(68%) paraSerradamarcescens,este test es también origen de discrepancia, aunque

en el sentidoopuestopara£ liquefaciens(75% de positividaden API 20Ey 91%

en nuestraserie). Sin embargo,nuestrosresultados,correspondenmejor quelos de

API, a lo esperadosegúntablasde diferenciación:Grímontet aL (4) consideranque

la melibiosa debe de ser negativa en Serrada marcescensy positiva en 5.

liquefaciensen más del90% delos casos.Es posiblequela basededatosen la que

se fundamentael sistemaAPI, hayaincluido cepasde clasificaciónincierta.

Para la prueba de Voges—Proskauer,hemos encontrado porcentajes de

positividad del 93.2% y 81.2% para Serrada marcescensy £ liquefaciens

respectivamente. Dichos valores, se desvían más del 15% de los esperados según

API, no obstante, son muy próximos a los indicados por otros autores. Farmer et al.

indican porcentajes del 98% y 93% para los dos microorganismos nombradoscon

anterioridad (97).

Destaca en comparación con la bibliografía consultada, el alto porcentaje de

positividad que indica API (19%) para la fermentación de la arabinosa por 5.
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marcescens.El resultadoexperimentalobtenido de un 3.1% está mucho más de

acuerdocon los expresadospor otros autores(97,111). De forma similar, API

propone un porcentajede positividad para la hidrólisis de la gelatina por 5.

liquefaciensdeun 60%, porcentajequenosparecebajocomparadocon el propuesto

por Farmer(97) cuyosresultadoscoincidenmáscon los nuestros.

No hemos encontradojustificación en la bibliografía consultadapara las

diferenciasobservadasen la fermentacióndelcitratodeSimmonspor& marcescens

(69.6% dc las cepasen lugar de un 97—98%), ni en la fermentacióndel inositol

dondesehanencontradoporcentajesdepositividadmenoresde los esperadostanto

para5. marcescenscomopara& liquefaciens.

Las diferencias observadas en la fermentación del adonitol en comparacióncon

los resultados obtenidos por Farmer (40% de positividad) (97) son notablemente

altas, sin embargo, Grimont indica una positividad del 97% (111), lo cual es

bastante cercano al valor experimentaldel 94% obtenido por nosotros.

El espectro de resistencia de un grupo de cepas microbianas depende en último

término de la selección que el uso de antibióticos ha provocadosobre dicho

conjunto. La presión selectiva en los medios naturales es muy escasa, pero se

acrecienta dramáticamente cuando las bacterias llegan a formar parte de la flora

asociadaal hombrey, enpanicular,al enfermohospitalizado.Hemostenidoocasión

en el presente trabajo de tener acceso al primer grupo de aislamientos clínicos de
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Serradaefectuados en nuestro país en1969. Hastaentonces,podríaconsiderarseque

el reservorionaturalde estosmicroorganismoserasólo el medio ambiente.A partir

de entonces,el enfermo hospitalizado se convierte en reservorio y fuente de

diseminaciónde éste tipo de microorganismos,que distribuyéndoseen el medio

hospitalarioacrecientasuposibilidaddecontactocon múltiplesquimioterápicos.La

comparacióndel espectrode resistenciade las cepasaisladasen el período1988—

90 conaquellasquelo fueronen1969 esmuy revelador(figura 2). Los aislamientos

recientesmuestranuna alta tasade resistenciaa cefoxitina (mayor del 60%), que

podría interpretarsecomo una elevación de la expresión de la B—lactamasa

cromosómica,sin embargoéstahiperproduccióndeberíaafectardeunaformamayor

acefotaximay ceftazidíma,y enmenorcuantíaa ticarcilina, a no serqueestuvieran

implicadas¡3—lactamasasplasmídicas(112,113).Engeneral,el patrónderesistencias

a B—lactámicosque se observa,sugiere la presenciafrecuentede mecanismosde

permeabilidadalterada,queafectaríande manerapreferentea la cefoxitinacomoya

ha sidoreconocidoenalgunapublicación(114),mecanismoprobablementeasociado

a expresiónnormal o elevada de 13—lactamasas en parte de las cepas. En las cepas

“históricas”, no se detectaron con los antibióticos que se utilizaron, ninguna

resistencia a cefalosporinas de la segunda o la tercera generación.

Una similar evoluciónseproduceen resistenciasa lasquinolonas.La resistencia

al ácido nalidíxico no existía en 1969 y en la actualidad supera el 40%

(probablemente Serrada es la enterobacteria con mayor tasa de resistencias a
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quinolonas en la actualidad), con una alta resistenciatambién a las nuevas

fluoroquinolonascomo norfioxacinao ciprofloxacina.

La resistenciaa los aminoglicósidos,por el contrario,seencontrabaya presente

en 1969 aunquesóloparala kanamicina;la introducciónen períodosposterioresde

gentamicina,tobramicina y amikacinahan provocadoun desarrollomuy alto de

resistencias,enparticularparalos dosprimerosantibióticos,cuyasresistenciasen la

actualidadse encuentranen tomo al 40% de los aislamientode5. marcescens.

En la figura 3 sepuedeobservarla derivahaciaCMIs másaltasde lascepas

recientes respecto a las “históricas”, incluso considerandoniveles de CMI

correspondientesa sensibilidad. La mayor parte de las cepas“históricas” eran

inhibiblespor menosde 0.25gg/ml de cefotaxima,existiendoun pequeñopico en

la distribución en tomo a 2—4 gglml. Estasubpoblaciónde las cepas“históricas”,

parecehaberseconvenidoen la población“sensible”de lascepasactuales,habiendo

desaparecidola primera población mayoritaria de muy baja sensibilidad.Por el

contrario,no hayvariaciónen la distribuciónde las CMIs de imipenemen lascepas

aisladasen ambosperíodos.

En el casode las quinolonas,sepuede observaren las cepas“históricas”, la

presenciade una subpoblación“sensible” con CMIs elevadas(4 ~tgIml)al ácido

nalidíxico respectoa la poblacióninhibida por 0.25 ~tgml. 20 añosmástardeesta

poblaciónsensibledebajaCMI hadesaparecidoy no seencuentraningunacepacon
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CMIs menores de 8 gg/ml. La elevación del nivel de resistencia en cepas sensibles

a norfioxacina es también muy importante. En 1969 no existían cepas con CMIs

mayores de 0.5 pxg/ml, mientrasque en la actualidadno existeningunacon CMIs

inferiores a 1 ~xgIml.Verosimilmente,esta situación refleja la influencia en el

desarrolloderesistenciasaquinolonasdedefectosdepermeabilidad(probablemente

los mismosque afectana la cefoxitina)unido al desarrollodeDNA girasasmutadas

queincrementanla CMI de la norfioxacina.Lasdiferenciasdecomportamientoen

este sentido entre la norfioxacina y la ciprofloxacina pueden achacarse a la mayor

actividad intrínsecade estaúltima quinolona(40,115).

La resistencia a aminoglicósidos en las dos series no es muy diferente en lo que

respectaa la kanamicina,único aminoglicósidoampliamenteutilizado en 1969; el

incrementode la CMI observadoparala tobramicina,gentamicinay enescasomenor

gradoparala amikacina,sugeriríala emergenciadeenzimasmodificantesdeescaso

efecto sobre kanamicina, tales como la acetilasa AAC(68) (38) presenteinclusoen

cepas consideradas como “sensibles”. La distribución de CMIs de cloranfenicol en

cepas sensibles, fue casi idénticaen ambosperíodos.Al igual que en el caso de la

kanamicina,esteantibiótico erade frecuenteutilización en los años60.

Se puede plantear si las diferencias observadas entre las cepas “históricas” y las

recientes sea debida a una pérdida de elementos genéticos producida durante el largo

almacenaje; sin embargo, si se comparan las distribuciones en ambos períodos
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correspondientesa los antibióticosen uso en 1969 (ácidonalidíxico, kanamicinay

cloranfenicol)no parecendetectarsevariacionessignificativas.

Sin poderdescartarcompletamenteestefenómeno,los datossondemostrativos

del efecto selectivo del uso de antimicrobianos durante décadas sobre el espectro de

resistencias de 5. marcescens.La variación constante en los patronesdesensibilidad

provoca una limitación importante en la definición de antibiotipos utilizables en la

tipación intraespecifica. Como esta variación ha sido descritaincluso duranteun

mismo brote epidémico, la antibiotipia tiene un valor limitado en la descripción de

grupos intraespecíficos.

Los datosobtenidose la tipaciónpor sensibilidadabacteriocinas(marcescinas),

según la técnica de Traub (55), sepresentaen la tabla IV. Es notablequela mayor

parte de nuestras cepas no sean tipables por estatécnica, o bien que muestren

patrones líticos previamenteno descritos. Esto indicaría la presenciade una

considerable variación biológica en Serratia desde el momento en que fueron

definidas (1971). Dado que las bacteriocinas de Traub son realmentecolas de

bacteriófagos, se deben haber producido variaciones en los receptores de la

membranaexterna, que anularíano alteraríanla especificidadde la interacción

bacteriocina—bacteria.Probablementesehacenecesariomantenerestatécnicaenuso

para ir definiendo nuevos marcescinotipos que sustituyan a los primeros.
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El porcentajedecepasclasificadascomono tipablessuperó,ennuestrocaso,el

40%, porcentajemuy alto respectoal de otrasseries(2), generalmentecercanoo

inferior al 20%. El 31% delos aislamientoscorrespondenanuevosmarcescinotipos

y solamenteel 30% correspondenamarcescinotiposconocidos.Losmarcescinotipos

VII y XXXI hansido obtenidoscon relativafrecuenciaen nuestropaís(116),pero

los marcescinotiposXL y LVIII se han aislado muy infrecuentemente

nuestropaíscomoen otros (2).

Con la excepciónde los marcescinotipos“históricos” obtenidosen La Ciudad

Sanitaria“La Paz en 1969, los aislamientosrecientesmuestranciertauniformidad

a pesar de procederde distintos Hospitales.En los HospitalesRamón y Cajal,

Gregorio Marañón y Universitario de San Carlos, los tipos más frecuentesson B y

Mi, con representación abundantede los marcescinotiposVII y XL. Los Hospitales

Universitario de San Carlos y Ramón y Cajal comparten la presencia del

marcescinotipo LVIII. El marcescinotipo VII es el predominante en la Fundación

Jimenez Díaz, donde ya había sido aislado en una cierta proporciónen 1977 (117).

Este marcescinotipo se puede identificar también entre las Serratiasaisladas en 1969.

El marcescinotipo M2 se encuentraen todos los Hospitalesestudiadosexcepto

en la Fundación Jiménez Díaz y era ya identificable en 1969.

Seríaimportante para el estudiode la variabilidad de los marcescinotiposen

Serratia el identificar la naturalezade los receptores y sus posibles funciones
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fisiológicas. La variación en estos receptores, podría ponerse en correlación con la

evolución de los patrones de resistencia a antibióticos.

La distribución de nuestras cepas en biogrupos se refleja en la figura 7. Los

biogrupos predominantes en nuestra serie son A3 (32%), AS (30%), A6 (12%),

Al (7%), A4 (5%), A2 (4%) y TC (4%). Según Grimont (5), el biogrupo más

adaptado al medio hospitalario es el A8, siendo el A3 el más ubicuo de entre los

descritos.Aunque existen pocos elementosde comparación,cuatro de los seis

biogrupos más frecuentes en la población de referencia coinciden con cuatro de los

seisprimerosennuestraserie(A3, AS, A4 y A2). La proporción de biotipos dentro

de cadauno de los biogrupospredominantesen cada serie es variable. Para el

biogrupo A3, nuestro biotipo dominante es el b (17%), seguidodel a (18%) y del

e (12%), mientras que para Grimont, el biotipo a es el predominante dentro del

biogrupo A3. La proporcionalidaden los biotiposdelbiogrupoAS (A8a y A8b), es

similar en ambas series. Disparidades con la serie de Grimont, se encuentran también

en el biotipo A4b, que no se encuentraen la seriefrancesa,y enel biotipoAla muy

escaso entre los A2 franceses y mucho más frecuente entre los nuestros. El biogrupo

A6, tercero en nuestra serie, sólo estuvo representado en un 0.1% dc las cepas

estudiadas por Grimont.

En la repartición por Hospitales, una vez más se destaca como diferente el grupo

de cepas “históricas”, con el biogrupo TCcomo mayoritario, que sólo se encuentra

muy raramenteen lascepasde recienteaislamiento.A8, A3 y, en menorgrado,A6,
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están entre los biogrupos predominantes en todos los Hospitales, pudiéndose

reconocer ya entre los aislamientos “históricos’~. Sin embargo, en estos primeros

aislamientos el biogrupo A3 viene representado por el biotipo A3c que sólo aparece

en muy escasa cantidad en el Hospital Universitario de San Carlos en el período

actual. El serotipo predominante en estas cepas del biogrupo A8 es el Mb, presente

en alta proporción en todos los Hospitales. El biotipo A3a sólo se encuentra en

proporción relevante en el Hospital Ramóny Cajal y el Universitario de San Carlos;

en estos mismos Hospitales, el biotipo predominante es el A3b, que se encuentra en

menor cuantía en el resto de Hospitales estudiados.

El perfil API—tipo mayoritario en nuestraserie,es el “n”, que se encuentra

también en los biotiposAPI más prevalentes en otras series (47,61). Los siguientes

tipos en nuestra colección de cepas corresponden a las variantesureapositivo (“w”),

citrato negativo (‘h”) o la combinación de ambos caracteres, urea positivo y citrato

negativo(“i”). El biotipo ureanegativo(“w”), seda tanto ennuestraseriecomoen

otras entorno al 10% de las cepasestudiadas;sin embargo,nuestraserieesmucho

más abundante que otras en la variedad citrato negativo (“h”). Es posible que esto

explique la mayor prevalencia en nuestro grupo de cepas del biotipo citrato negativo,

ureapositivo (“i”). La representaciónen nuestraseriede los biotipos“p” (variante

melibiosa positivo) y “x” (variante urea positivo y melibiosa positivo), es muy

escasa, aunque estos biotipos son frecuentes en otras series (47,61).
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La repartición hospitalariade los API—tipos, muestraalgunadivergencia.El

API—tipo “e” (citratonegativo,inositol negativo),sólo aparecedeforma importante

entre las cepas“históricas”, aunqueno es descartableen estecasoun pérdidade

caracteresdebidaa la conservación.El biotipo “n” esel máscomún en todos los

casos excepto en el Hospital Gregorio Marañón, donde el API—tipo prevalente es el

“i” (ureapositivo, citrato negativo).

La distribuciónde serotipospor la nuevatécnicade ELISA (métodoenfasede

publicación), que se refleja en la figura 15, correspondeen su gran mayoríaa lo

obtenidoen otras publicaciones.Confirmamosel predominiodel serotipo0:14 al

que correspondela terceraparte de las cepas; no deja de ser sorprendentela

constanciade estaproporciónen los distintos países(2,54); es posibleque este

resultadoponga de manifiesto la falta de especificidaddel antisuero frente al

antígeno0:14(50). En nuestraserie,los serotiposmásprevalentesdespuésde0:14,

correspondena 0:1254 y 0:2355.Ambos antígenoshansido caracterizadossólo

muy recientea partir deunacoleccióndecepasaisladaenel Reino Unido (48). La

frecuenciade apariciónde estegrupo de cepasfue relativamentealta (14% y 4%

respectivamente), de forma análoga a lo que ocurre en nuestra serie (17% y 12%).

Igualmente, las altas frecuencias de los serotipos 0:6 y 0:21 en otras series,

coinciden con las nuestras. Algunas publicaciones describen el serotipo 0:2 como

el predominante mientras que está escasamemte representado en nuestra serie, así

como en la de Pitt. Independientemente de los fenómenos de reacción inespecífica,

puede sugerirse la existencia de una repartición bastante homogénea de los serotipos
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somáticosen Serratia procedentesde distintas seriesde distintos países, lo que

plantearíala posibilidadde la asociacióndedeterminadosserotiposcon la capacidad

colonizantede mucosasen el hombre; esto plantearía la cuestión del estudio

comparativode serotiposencepasmedioambientales.

La distribuciónpor Hospitalesreflejaunavez másla disparidadde los serotipos

“históricos” respectode los actuales,conpredominiodelserotipo0:20queestámuy

escasamenterepresentadoen nuestrosdías. Sin embargo,los “nuevos” serotipos

0:3255y 0:1254seencontrabanya en1969conelevadafrecuenciaennuestropaís.

Como ya se ha comentado, la técnica de fagotipia se ha utilizado para

complementar el poder discriminativo de la serotipia, así como para la

caracterizaciónde cepasimplicadas en procesosepidémicos, en estos casos es

frecuentela asociacióndeun patrónfijo delisis a un determinadoserotipo(ver tabla

VII másadelante).

El fagotipadodebe,pues, consíderarsecomo unatécnicacomplementariacon

escasautilidad por sí misma, condicionadapor la difícil interpretación y la

variabilidadde los resultados,probablementederivadade los cambiosen expresión

de proteínasreceptorasde fagos en la membranaexterna de la bacteria. Esta

variabilidadno seobserva,sin embargo,al utilizarcolasdebacteriófagopurificadas

(marcescinotipia),por lo que podría sugerirseunaheterogeneidaden la capacidad

replicatívay/o lítica de los bacteriófagosen las distintascepasdeSerrada.
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La técnica de ribotipación exige, como fase previa, la extracción de DNAtotal

de las cepas a estudiar. Aunque los procedimientos habituales de extracción con

G.E.S. han mostrado su eficacia en distintos géneros bacterianos(Legionella,

Corynebacterium,Staphylococcus,Campylobacter,Neisseria,etc.)(101),parecieron

en un primer momento inaplicablespara el caso de & marcescens.Incluso con

períodos de incubación tan conos como 5 minutos, se producía, al tratar con

endonucleasasde restricción,unadegradacióncompletadel DNA, sin quepudieran

apreciarsebandasen los geles.Esta dificultad pudo ser soslayadamedianteuna

modificaciónen el protocolooriginal queincluía unadesproteinizaciónquímicay

enzimáticadel extracto. La recuperaciónde un patrónde bandastras la aplicación

de este método modificado, sugiere que la degradación era producida por enzimas

de Serratia activas en los extractos como las DNasas características de este

microorganismo. La técnica G.E.S. fue diseñadaparatrabajarencondicionesdealta

actividad nucleasa y, de hecho, no presenta problemasen su aplicación a otros

microorganismos productores de DNasa extracelular tales como Staphylococcus

aureus, Posiblemente, la deoxirribonucleasa de 5. marcescenspresentauna mayor

actividado esproducidaen mayorcantidadquela deStaphylococcus.En todocaso,

la modificación introducida en este trabajo permitió la aplicación del método a la

ribotipaciónde 5. rnarcescens.

La digestióncon 10 enzimasdistintas de la preparacióndel DNA obtenida,

ofreció una serie heterogénea de patronesde restricción.La multiplicidadde cortes

producida por Haellí, con práctica degradación total del cromosoma,excluyó la
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posibilidaddeutilizacióndeesteenzima.Sepuedesugerirquela cortasecuenciade

reconocimientocaracterísticadeHaelIl, GG¿CC,esparticularmentefrecuenteenel

cromosomade Serratia,génerocon una alta proporción de G + C (60%). Por el

contrario, la enzimafinalmenteelegida,5spí, da lugar a un númeroadecuadode

bandasy reconoceunasecuencia,probablementemenosfrecuenteenel cromosoma

deSerratía (AATII,ATT) (100). En el casodeE. cotí, conun porcentajede U + C

del 50%, 5spíproduceunos250 cortessegúnlos datosde GenBank(118).

Segúnlos resultadosobtenidos,las secuenciasde rRNA de£ marcescensson

reconocidaseficazmentepor unasondadesarrolladaa partir de secuenciasrRNA de

E. colí. Esteesel resultadoesperado,ya quesehacomprobadoqueel rRNA deE.

cotí o Pseudomonashibrida “in vitro” conlos cistronesde rRNA de un alto número

de bacteriasgram positivasy negativas,como posibleconsecuenciadel hechodel

alto gradodeconservaciónen estetipo desecuencias(69). Conel grupodeenzimas

ensayado,hemosobtenidoentre4 y 13 fragmentoscapacesde hibridarconla sonda

utilizada. Se desconocen cuantas unidades transcripcionales rRNA contiene Serratia

(7 en el caso de E. cotí); sin embargo, puesto que la hibridación con la misma sonda

sobre el cromosomadeotrasenterobacteriasofreceunnúmerosimilardefragmentos

con distintas enzimas, podría inferirse un número de operones rRNA igualmente

similar al de E. cotí. Es difícil interpretar la presencia de bandas de alta densidad que

podría corresponder a la suma de fragmentos de igual peso molecular conteniendo

una secuencia (o fragmento)rRNA, o bien, a la presenciade un fragmentoúnico

conteniendo varios operonesrRNA. En E. cotí, al menos 4 operones se encuentran
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situados en un fragmento de 10 minutos del cromosoma (119). Esta última

interpretaciónes poco verosímil, dadoque, al menosen E. cok, el operónrRNA

mide unas6kb, tamañomuy superioral de la bandade alta densidadobtenidatras

la hibridación de fragmentosde restricciónobtenidoscon SspI (2.9kb). Podría

sugerirseunahipótesisalternativaconsiderandoquela secuenciadel operónrRNA

contuvieseuna diana 5spí en su zona central y dos próximas a ambaszonas

marginales,deestemodo,existiríandos zonasde hibridaciónparaun único operón

rRNA y cadaunade estaszonasproduciríaunahibridacióncompletacon la sonda,

puestoquecadaunatendríaunas3kb. Estojustificaríaquela bandadealtadensidad

suelaestarentrelasdemásbajopesomolecular,y además,seencuentreenel 100%

delascepasestudiadas,comocorresponderíaala presenciade frecuenciasaltamente

conservadasen todaslas cepas.Razonamientosimilar podríaexplicar la presencia

debandasde alta frecuenciaen lascepas.La frecuenciadebandasinfrecuentemente

localízablesen los geles,implicaría la pérdidao la adquisiciónde secuenciasde

reconocimientode enzimasde restricción.

Se utilizaronpararibotipaciónlos fragmentosde pesosmolecularessuperiores

al de la bandaN de alta densidad,excluyendolas hibridacionescon bandasde bajo

peso molecular (inferior a 2.9kb) que producen señalesmás débiles y que se

encuentranen zonasde baja resolucióndel gel. A partir de las 91 cepasestudiadas,

sehanobtenido41 ribotipos distintos,lo queparecemostrarla altafrecuenciade los

polimorfismosde longituddefragmentode restricción(RFLP)en& marcescens.Se

podríaconsiderarqueestavariabilidad implicaríaunafalta deestabilidadenel mapa
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genético.El alto gradodepolimorfismoesdebidoa la similitud ensecuenciasde los

distintosoperonesrRNA, lo que CDCABEH duplicaclón oOCAa(E’A)aEH—--~ fr

CDCABEH delación GOC(A-E,’Hles convierte en excelentes

sustratos potenciales para la ¿ delación c;i~x
recombinación homóloga. En G OCA 9 0 0 C A (BiS

)

dependenciade la posición y E/fi Ji
\~Á duplicación o o CA a (5/8) E U

orientaciónde los genes y del O DC A fi EH

gradodesobrecruzamientoentre

ellos,seproduceunavariedadde x —~- COCA BE<H/BE’H

)

O O C A fi E U

configuraciones distintas. Hay
~ transposición

que tener en cuenta que en ~ O OCA BE (U/fi EIU~

C’DCAEEU

Serrada,como ocurreen E. cdi,

A _ U
debeexistir un alto grado, pero E inversión 0 (ES)) 8 A O (CE) H

y -- ________

O
no unacompletahomologíaentre -~

las distintas secuenciasrRNA. Reordeivicwnes cromosdmicas.

Estudiosrealizadossobreregionesgenéticasduplicadasen E. cok (120), mostraron

que las regionesflanqueadaspor operonesrRNA tienenmucha más facilidad de

duplicarseque otras porcionesdel gamma. Las reorganizacionescromosómicas

debidasa sobrecruzamientosentre operonesrRNA producen,además,deleciones

inversionesy transposiciones(121,122). En la figura semuestranalgunosde estos

fenómenosdereordenamientocromosómicopor sobrecruzamiento.Sehanrealizado

algunosestudiossobre la frecuenciade estosacontecimientosen E. coli (122), en

estemicroorganismo,las delecionesentrerrnB y rutE ocurrena frecuenciasde 0.1
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a 0.2 x 101 e inversionesentre operonesrrn separadospor 18 minutos de

cromosomapuedendarsecon frecuenciasde iO~~ (123). Puestoque parecequelas

reorganizacionescromosómicasse dan con una frecuenciamucho mayor que la

mutaciónpor sustitucióndebases,sepuedeplantearsi estasalteracionesprovocan

algunamodificaciónen la biologíadel microorganismo.En general,los fenómenos

deselecciónperiódicafavorecenla permanenciadeunaconfiguraciónpredominante,

sin embargo,dado que la expresiónde algunosgenespuedebeneficiarsede una

determinadaorganización,factoresambientalespodríanfavorecerla supervivencia,

en un determinadohábitat, de unaconfiguraciónsecundariasobrela original. Por

otra parte, no se puedeexcluir la presenciaen Serratia de otras reordenaciones

cromosómicascomo resultadode la recombinaciónentre otros genesmúltiples

diseminados en el cromosoma,como es el caso de las secuenciasde inserción,

secuenciaspara RNA transferentesademásde genescodificadoresde proteínas

análogasy secuenciasrhs (124). En esteúltimo caso,el tamañode las secuencias

rhs, 3.8kb, es análogoal de los genesrrn, y la frecuenciacon la que seproduce

reorganizaciónpor recombinaciónrhs es, como en el casoanterior,del orden de

io-4.

La variabilidad observadaen los ribotipos esconde,posiblemente,grados

distintosdehomología.El análisisde los dendrogramas(figura 25), índicaun grado

de homologíadebandassuperioral 85% entrelos ribotipos R14,RiS, R18, R21,

R25 y R33, que podría corresponder a configuraciones alternativas de

microorganismosrelacionadosentresí. Este conjunto de ribotipos constituye,de
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hecho, más del 40% de todas las cepasestudiadas. Es posible que un estudio

prolongado de los ribotipos en el seno de una institución, permitiera observar

variacionesevolutivas;en estesentido,el ribotipo R15 correspondeal mayoritario

en las primeras cepas aisladasen España,habiendosido sustituido en épocas

recientespor el R21 quedifiere de él tan solo en la bandaF &resenteen el R15y

ausenteen el R21). Esto podríaser interpretado como una evolución de un ribotipo

en otro por pérdidade unabanda.

Puedeser de interés en la evaluacióndel estado de endemicidadde una

determinadabacteriadentro de una institución, la consideracióndel nivel mínimo

de similitud en el ribotipo de susaislamientos.De estemodo, en nuestrocaso,el

Hospital Ramón y Cajal tendría el menor grado de endemicidad (máxima

variabilidad)en susaislamientos,con unasimilitud mínima del 43%, mientrasque

la FundaciónJiménezDíaz tendríael máximo gradode endemicidadcon un 62%

desimilitud mínima(figuras25ey 25brespectivamente).Estoscoeficientesdeberían

ser corregidos,en análisis másamplios,para asegurarque no se incrementande

forma no significativa apartirde un númeromuy limitado decepasconescasonivel

de similitud.

El valor de la ribotipia en la definición de brotesepidémicosserefleja en su

alto gradode correlacióncon serotiposy fagotiposconcretosaisladosen contextos

espacio—temporalesdeterminados(tablaVIII). Estetrabajoha puestode manifiesto

la posible clonalidad de distintos aislamientos de Serratia en 11 brotes
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intrahospitalarios madrileños. El patrón homogéneo de bandas (figura 26) permitió

la consideracióndebroteepidémicodecadagrupodeaislamientosproducidodurante

un tiempo limitado en un único Servicio. Una demostración de la eficacia del

métododeribotipia en la definiciónde brotesepidémicos,serealizóal estudiarpor

este métodoaislamientosprocedentesde situacionesepidémicasestablecidaspor

otros criterios. A tal efecto se obtuvieron cepasprocedentesde epidemiasbien

establecidas en distintos países europeos. En cada una de esas epidemiasse

obtuvieroncepascuyosribotipos presentaban,una vez más, patroneshomogéneos

de bandeo(figura 27).

La introducción de un nuevo método de análisis intraespecíficodebe ser

necesariamentevaloradoen relacióncon la operatividady eficaciade los métodos

preexistentes. La operatividad (simplicidad) mayor entre los métodos previamente

descritos, corresponde a la API—tipación (87%); sin embargo, la utilidad global de

esteprocedimientoquedareducidapor el bajonivel dereproducibilídad(62%). La

marcescinotipia por la técnica de Traub tiene un buen nivel de simplicidad,pero el

bajo número de aislamientos tipables limita la eficacia del método. La biotipia, con

un alto nivel de tipabilidad, poseesin embargo una limitación importante: la

dificultad de interpretación y lectura de resultados. Lo mismo ocurre con la técnica

de referencia, que combina serotipia y fagotipia; aunque la eficacia de esta técnica

esmuy alta, tieneimportantesproblemasencuantoasu realizacióne interpretación,

poseyendoel menor índice de simplicidad. La ribotipia, de realizaciónalgo más

fácil que el método de referencia, supera a este claramenteen su nivel de
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reproducibilidad,un carácterespecialmenteimportanteen la definición de brotes

epidémicos.Unavaloraciónconjuntade lastécnicasensayadasserefiereen la tabla

X, en la que se compara, en especial, el grado de acuerdoentre la técnicade

referenciay la ribotipia con el resto de los métodos.De formaglobal, la ribotipia

muestra grados de acuerdo similares o mayores que la técnica de referencia respecto

al restode técnicas.En particular, la combinaciónserotipia—fagotipiacorrelaciona

muy escasamentecon la API—tipación,mientrasquela ribotipia consigueun grado

de acuerdoconsiderable.

Laevaluaciónconjuntamuestraquela ribotipiapareceofrecerventajasprácticas

sobre otros métodosparala realizaciónde análisisintraespecíficosen aislamientos

clínicos de & marcescens.
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1. En el estudio de 250 cepas del género Serrada aisladas en 5 Hospitalesde

Madrid, sehanidentificado230& marcescens(92%), 15 £ liquefaciens(6%),

3 & rubidea (1%) y 2 £ plymuthica(1%).

2. Parecehaberexistidounaevoluciónimportantehaciala resistenciaaantibióticos

en este género afectando,preferentemente,a la cefoxitina, quinolonas y

aminoglicósidos. Esta evolución se pone de manifiesto no solamenteen la

elevación de los porcentajes de cepas resistentes, sino también en la menor

susceptibilidad de los aislamientos catalogados como sensibles.

3. Lastécnicasdeanálisisintraespecíficodebasefuncional(biotipia,bioagrupación

y API—tipación) muestranbajosnivelesde reproducibilidad,siendoestosmás

elevados en las técnicas de base estructural (marcescinotipia,serotipia y

ribotipia).

4. La tipabilidades muy alta en todos los métodosensayadosexceptoen el caso

de la marcescinotipia.Conestatécnica,asf comoconla bioagrupación,el poder

discriminantees, así mismo, relativamentebajo (menordel 80%).

5. Los mejoresresultadosglobales,en cuantoa tipabilidad y valor discriminante,

seobtienenconla técnicadereferencia(serotipia+ fagotipia)y con la ribotipia,

pero estaúltima superaa la anterioren reproducibilidad(100% versus78%).

137



Con c lusion es.

6. Aplicando la técnicade ribotipación, sehandefinido 41 patronesdistintosde

organización genómica con la endonucleasa de restricciónseleccionada(SspI)

en& marcescens.

7. La aplicaciónde estatécnicahapermitidoreconocer11 brotesepidémicosen

Hospitales madrileños con idénticos patrones de hibridación. El estudio de cepas

procedentesde 5 brotesepidémicoseuropeosbien establecidos,ha permitido

también la validación de este método para el análisis epidemiológico.

8. El análisis comparativo conjunto entre métodos de caracterización

intraespecífica,demuestraque la ribotipia es la técnicacon mayor gradode

acuerdo con los distintos métodos en uso, lo que implicaría la posibilidadde

convertirse en método de referencia considerando, además, su alto grado de

eficacia(tipabilidad, reproducibilidady discriminación).
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