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1. RESUMEN 

Serratia marcescens es un bacilo Gram negativo que ha ve­

nido adquiriendo mayor importancia como patógeno oportunista en -

infecciones nosocomiales, y aunque los mecanismos de virulencia -

en esta especie bacteriana aún no están bien establecidos, se co­

noce que de la serie de exoenzimas que produce, las proteasas son 

capaces de producir neumonía en animales de laboratorio. 

En este trabajo se pretende conocer algo más sobre la rela 

ción existente entre la actividad proteolítica del microorganismo 

y el dafio causado por el hospedero. Para ello se realizó una se­

lección de las cepas que aparentemente presentaron una mayor vir~ 

lehcia clínica y se procedió a evaluar el efecto nocivo del mi­

croorganismo en un modelo animal experimental, además de que para 

lelamente se determinó la capacidad proteolítica de estas cepas, 

usando un medio sintético con gelatina, con objeto de conocer si 

las cepas más proteolíticas son las más patogenas. Sin embargo e~ 

ta relación no se logró establecer, lo que hace pensar que las 

proteasas no son los únicos determinantes en el efecto producido 

en el animal. 

Ls realización de una cinética de crecimiento perin.itió cou 

firmar que la producción de proteasas está asociada al crecimien­

to de la bacteria. 

1 



Otra parte del estudio se enfocó a la b6squeda del órgano­

blanco. Se encontró que puede producir daño en ojos, corazón, hí­

gado y rinón, siendo este Último el más frecuentemente afectado. 

Se observó también una irregularidad en la respuesta y la apari­

ción tardia de lesiones, lo que puede poner en evidencia una het~ 

rogeneidad de huéspedes que escapó a nuestro método de selección 

de los mismos. 
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2. INTROOUCCION 

2.1. ANTECEDEN'l'ES BISTORICOS 

Antes de ser descrita y estudiada como bacteria, Serratia 

marcescens fue reconocida por su pigmento rojo característico 

(prodigiosina) que dio lugar a una serie de mitos y leyendas. En 

1773, Otto Mueller la designó coma perteneciente al género Vibrio 

y Lienk en 1809 como del género Polyanqion, pero el nombre de 

Serratia marcescens le fue dado por Bizio en 1823. En distintas 

épocas se le ha encontrado ampliamente distribuid~ en alimentos, 

especialmente en aquellos que contienen almidón, en los cuales f.i!_ 

cilmente se estimula la producción del pigmento rojo sangre. Este 

pigmento influyó en la historia de una manera muy importante¡ en 

el siglo VI a.c. originó ciertas creencias, sobre la aparición de 

"sangre milagrosa" en frijoles cocidos y serenados por varias n2 

ches, lo ~ue hizo pensar a Pitágoras que las almas reencarnaban -

en diferente materia orgánica. Se cuenta también sobre la apari-
. ' - ' -

ción de pan "ensangrentado" en los anos 581, 1091 y 1093 en Alg_ 

mania y Bélgica, refiriéndose que los enfermos que habían C:,~~-id~ 
dicho pan, padecían de la enfermedad conocida como "fuego ~ie' .san 

Antonio" Ce, 10>. En los anos de 1198 a 1201 en Italia ·y Alema·­

nia, durante ceremonias religiosas se decía que el pan se tráns -



formaba en carne sangrante. Estas creencias permanecieron hasta -

el afio de 1264, siendo de tal importancia histórica que Rafael en 

1508 decoró el Vaticano con una pintura conocida como "El mila­

gro de Bolsena" (8, 15,35). 

No fué sino hasta principios del siglo XIX que el fenómeno 

fué estudiado desde el punto de vista científico, tratando de ex-

plicar la aparición de •sangre" en alimentos durante un verano 

húmedo y caliente. Pietro Melo fué el primero en dar una explica­

ción lo;ica a la supuesta aparición de "sangre" en el alimento 

de un nifio, cuya enfermedad era atribuida a hechizos. Melo inter­

pretó el fenómeno como una fermentación espontánea, la cual se·e~ 

tendió más tarde a los poblados cercanos a Padua, a "principf~s:.::~ . 

del mes de agosto de 1819, época de verano, y fué 

todo en alimentos ricos en almidón (8, 1O,23). .. 
Bizio fué otro investigador que en forma cuidado"sa': es tuái6 

el dasarrollo de dicha coloración en un medio de cultivo sólido, 

encontrando que era debida a la actividad de pequefios. corpú·s~~lo~ 

redondos, cuya multiplicación dependía de la humedad. y· la · tEOriiper1!_ · 

tura• Tales gérmenes no partenecían a los conocidos como algas., ,U 
: . ~ . ~;. . _. -

hongos. 

El mismo autor estudio el efecto del alcanfor,· aceite "de-­

aguarras y vapores de azufre sobre la sobrevivencia· del mi~ro~r_g~' 

nismo, al que llamó en 1823 Sérratia marcescens, en honor a· Ser1!_· 

* 4 * 



fino se'i:rati, físico italiano considerado el inventor del barco -

de vapor, en tanto que marcescens viene de la palabra latina 

"decaer.", refiriéndose al hecho de que la coloración roja dismi­

nuia rápidamente. Al estudiar el pigmento encontró que era solu-

ble en alcohol e insoluble en agua, ~ al intentar emplearlo para 

tefiir lana y seda observó que desaparecía por efecto de la luz 

(8, 10,15,35). 

La designación de §.. marcescens dada en 1823 no. tuvo :nu-

cha fortuna, puesto que en 1886 Flugge la llamó Bacillus prodigio 

~· de ahí derivó al nombre de prodigi~sina para el pigmento. 

Las diferentes designaciones consignadas en la Tabla I reflejan -

las discrepancias en cuanto a la morfología microscópica y compo~ 

tamiento bioquímico observado, y desde luego, el gran desconoci­

miento del trabajo de Bizio realizado en 1823·. Hasta un siglo de.2_ 

pués, en el Manual Bergey, vuelve a emplearse· er. ·n:ombre de 

§.. marcescens ( 5 ) • 

La clasificación actual (Bergey's. H3nu~1,:·:9~ Ed;· 1984) de· 

este microorganismo es: 

PARTE: Bacilo Gram negativo, anaerobio fadltat:L~o. 
FAMILIA: Enterobacteriaceae. 

TRIB~ II: Klebsielleae. 

GENERO IX: Serratia 

ESPECIE: Serratia marcescens 
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TABLA! DIFERENTES NOMBRES QUE SE HAN ASIGNADO 
A LA BACTERIA Serratia Wl'l<lll<IDI 

SINONIMOS AUTOR FECHA 

Se"•tia marcescans BIZIO 1823 

ZwgMactiM ÍIMllDfa SETTE 1824 

Mucor sanguineus DE COL 1824 

Protococcus imetraphus MENEGHINI 1936 

Monas prodigiou EHRENBERG 1849 

Patme»a prodigiou MONTAGNE 1853 

Micraloa prodigiosa ZANARDINI 1853 

Bacteridium imatrophus SCHROETER 1872 

Micracoccus prodigiosus COHN 1672 

Microcaccus imetriphus TREVISAN 1879 

Baci//us prodigiosus FLUGGE 1886 

Baci//us imetrophus TREVISAN 1887 

Baci//us m11rcescens DE TONI • TREVISAN 1889 

Bacterium prodigiosum LEHMANN • NEUMAN 1896 

CoccobacteniJm sp SCHIDT - WEIS 1902 

Liquidobacterium prodigiosum ORLAN • JENSEN 1909 

Dicrob11cterium prodigiosum ENDERLEIN 1917 

Erythrobacillus prodigiosum WINSLOW etal. 1920 

Sa/monella marcescens PRl8AM 1929 

S11/monella prodigiosa PRIBAM 1929 

Chromobacterium pradigiosum TOPLEY • WILSON 1929 

Tomado de (8,10) 
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2.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE ~· marcescens 

~· marcescens es un bacilo corto Gram negativo, móvil, li 

cua la gelatina, crece en medio de citrato de Simmons y en caldo 

con KCN, descarboxila la ornitina y la lisina, y es anaerobio fa­

cultativo. Algunas cepas son capaces de producir el pigmento pro­

digiosina con diferentes concentraciones que dan tonos que van 

desde el rosa pálido hasta el rojo, (S, 35). Varios autores apro­

vechan su capacidad de producir exoenzim.'ls como la DNAasi;i. y lipa­

sa para diferenciarla del resto de las enterobacterias (2, 20,26, 

27). Posee una gran estabilidad génetica, no tiene requerimientos 

nutricionales especiales y es extremadamente adaptable a crecer ·-

en cualquier medio por su potencialidad de producir una serie de 

exoenzimas como: proteasas, quitinasas, esterasas, etc.(fl,14,24). 

La identificación de las cepas se puede hacer por reaccio­

nes bioquímicas y pruebas adicionales como: producción de bacte-. 

riocinas, tipificación serológica o lisis por fagos. La biotipifi· 

cación en base al esquema de Grimont (asimilación decarbohidi:oá­

tos, producción de pigmento y reducción de tetrationato)id~~crihe 

7 biogrupos (Al, A2/6, AJ, A4, AS/8, TCT y Auxotro.fas) y•)°;'.bioti 

pos ( 16, 30). 

-~. r,· 
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2.3. e• marcescens COMO PATOGENO OPORTUNISTA 

e• marcescens es una enterobacteria que tradicionalmente 

había sido asociada a infecciones de artropodos y plantas, y se -

consideraba como un comensal de vida libre, no patógeno para el -

hombre; sin embargo ha ido adquiriendo mayor importancia como pa­

tógeno oportunista causante de infecciones intrahospitalarias. E~ 

te microorganismo ataca de preferencia a individuos que presentan 

factores de riesgo como: deficiencias inmunológicas, discracias -

sanguineas, irradiaciones y en general cualquier tipo de inmuno­

compromiso <6,341. En infeccio~es nosocomia1es es causante se se~ 

ticemias, bacteremias, ·neumonias y meningitis, todas con una ele­

vada tasa de letalidad <12,3~; la mayoría de las infecciones son 

adquiridas en forma intrahospitalaria a través de cateteres d~ 

uso intravenoso o urinario, cánulas endotraqueales y otros dispo­

sitivos de terapia inhalatoria (1,6). 

La amplia distribución.de e• marcescens indica que presen 

ta un potencial de supervivencia y adaptabilidad elevados, además 

de una gran capacidad para utilizar una amplia variedad de 

nutrientes. Este potencial es claramente expresado por su habili­

dad de sobrevivir bajo condiciones extremas, como son: el desarrQ 

lle en soluciones antisépticas y aún en agua bidestilada (3¡). 

Los mecanismos de patogenicidad de este microorganismo aún 
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no están bien establecidos, pero se conoce que presenta: fimbrias, 

producción de hemolisinas, hidrofobicidad superficial (permite la• 

adherencia bacteriana a la mucosa) y producción de proteasas, que 

al parecer están relacionadas con la producción de neumonía en a­

nimales de laboratorio. Tales enzimas activan el factor de Bage -

man y, como consecuencia, se aumenta la permeabilidad vascular (3 

7,29). Otro factor que se suma a los antes mencionados, es la ap~ 

rición de cepas resistentes a los agentes antimicrob~anos como 

aminoglucósidos y beta-lactámicos. Dicha resistencia se debe a la 

presencia de enzimas modificadoras como betalactamasas y aminogli 

cosidasas (acetilantes, adenilantes, fosforilantes, etc.) y por -

la capacidad de modificar la barrera de permeabilidad; lo cual 

psrmite el desarrollo de cepas multiresistentes, que ejercen una 

presión selectiva en el ambiente hospitalario con predominio de -

estas cepas (3,13,32). 

En México son pocos los trabajos realizados de tipo médico 

bacteriológico sobre ~· marcescens; en una buena parte de estos 

trabajos publicados, las cepas han sido aisladas dentro de los 

hospitales y corresp~nden a variantes no pigmentadas, lo que difi 

culta su identificación rápida, ya que puede confundirse con 

otras enterobacterias como Enterobacter. 

En un estudio muy amplio realizado en el hospital Infantil 

del DIF (Actual Instituto Nacional de Pediatría), con población -
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infantil, desde lactantes hasta adolescentes, se analizaron 20199, 

muestras clínicas procedentes de exudados faríngeos, nasales, óti 

cos, vaginales, sangre, orina, leche materna, secreciones de her! 

das, instrumentos quirúrgicos, catéteres, así como cultivos de li 

quido cefalorraquídeo (L.C.R.J. Algunas de sus conclusiones indi­

can que aislaron 79 cepas de E• marcescens (39 pigmentadas Y 40 

no pigmentadas), procedentes de 57 pacientes atendidos tanto en -

consulta externa como hospitalizados. La sensibilidad de los anti 

bióticos determinada por la técnica de Kirby-Bauer mostró que am­

bos tipos de cepas eran resistentes a tetraciclina, ampicilina y 

gentamicina (10). 

Otro trabajo fué el que llevó a cabo Borjas y Serrano a f! 

nes de 1978 en el Laboratorio de Bacteriología General del Hospi­

tal Infantil de México (HIM), con población Infantil, realizando 

aislamientos frecuentes de un microorganismo cuyas característi -

cas hacían sospechar que fuera · Serratia sp. A 200 de estos aisl~ 

mientas se les practicaron bioquímicas completas, obteniéndose CQ 

mo resultado la identificación de 160 cepas de E· marcescens y 

t.0 de Enterobacter sp (4). Ante estos resultados se consideró 

que el personal de laboratorio y médico que labora en hospitales 

debería ser más acusioso en la búsqueda o identificación de este 

microorganismo. 

En otro trabajo realizado en octubre de 1985 se describe 
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un bróte de bacteremias primarias nosocimiales (BNP) causado por 

~· marcescens en la Unidad de Terapia Intensiva (UTI) del Instit~ 

to Nacional de la Nutrición Salvador Zubirán (INNSZ). Se realiza­

ron 21 aislamientos clínicos de diferentes muestras (sangre, se­

cresiones bronquiales, Líquido peritoneal y otros) que fueron 

identificados con API-20E y tipificados por el método modificado 

de Grimont; se realizó sensibilidad antimicrobiana por el método 

de microdilución, encontrando que el biotipo más f~ecuente fué 

A8b Y el patrón que presentó fue de resistencia a trimetoprim-sul 

fametoxazol y tobramicina (33). 

En febrero de 1987, se presentó un brote de este mismo mi­

croorganismo en un servicio de neonatología del Hospital Infantil 

de México Federico Gómez (HIM); en el que se detectaron 23 pacien 

tes con septicemia, 14 de éstos desarrollaron meningoencefalitis, 

aunque también se presentaron otras infecciones co~o: conjuntivi­

tis, abscesos dérmicos y neumonía. El microorganismo se aisló de 

punta de catéter, sondas nasogástricas y de cultivos realizados -

de las manos del personal, lo que hizo sospechar que la vía de 

transmisión de paciente a paciente fue a través de las manos del 

personal. Los tractos gastrointestinales y respiratorio de los 

propios ninos infectados y colonizados resultaron ser· el reservo­

rio más importante (17). 

Esta investigación demuestra que ~· marcescens es un 
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agente potencialmente patógeno que puede ser responsable de infe~ 

ciones graves en poblaciones susceptibles a la infección; por tal 

motivo es importante conocer las características de la relación -

huésped-parasito; bajo que condiciones se establece y si alguna -

de sus exoanzimas se ve involucrada en dicha relación. 

Los primeros estudios en esta dirección se han realizado -

con cepas de ~· marcescens de origen clínico aisladas en el Ho~ 

pital Infantil de México Federico Gómez, durante el año de 1992; 

a dichas cepas se les practicaron pruebas bioquímicas para confiE 

mar su identidad y posteriormente se realizó su biotipificación, 

además de un perfil enzimático en .drindé, se _determinaron una serie 

de exoenzimas como son: proteasas;'~·.gú.iti'nasas, quitobiasas, este-
.. _::·:·:~/:--

rasas y nucleasas (25, 28 J. · ,., .:: . . (': :.'•::¿. . , 
i·!·' \~ • .. ·,:,. ,'_ . . . 

La revisión bibliografi~a mo~~.r6 que_ ~~si ·ii() ha_y,; ~.n,forma -

ción sobre la relación huésped.:párási,to de/ ~;,''marcescéns,'' por lo 

tanto, la presente investigación se ~'~to~á .;;'n' :.;,~ta\ direc:éic5n, con 

los siguientes objetivos. 

2.4. OBJETIVOS . ·. '.·· . : ,.'· 

2.4.1. Seleccionar las cepas q~~apa~.;,riteme~~e.~~e:en~~n una ma-

yor virulencia clinica, · 'aisÚtdas: de pro<'!uctos 'biológic~s 

durante el afio'aé,·¡992.: 
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2.4.2. Determinar para cada una de las cepas la dosis letal al ·-

50 porciento CDL50 ¡ en un modelo animal experimental·. 

2.4.3. ·Paralelamente evaluar la actividad proteolítica que pre­

sentan las cepas a ensayar y correlacionar1o·con su pato­

genicidad clínica. 

2.4.4. Búsqueda del órgano blanco en ei·móaEi1ó'ahimarexp~iilllen-

tal. .···, 

f. .. : 
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3. MATERIALES Y t.ETOOOS 

3.1. MICROORGANISMOS Y SU CONSERVACION 

3.1.1. CEPAS DE TRABAJO 

En el presente trabajo se utilizaron 9 cepas clasfficadas 

en principio corno ~· rnarcescens, procedentes de aislarniént'os cii 

nicos efectuados en el laboratorio de Bacteriología del Hospitál 

Infantil de México "Federico Górnez", durante 1992. Las caracte-

rísticas de las cepas se resumen en la Tabla II. 

Es importante aclarar que la cepa 301-H, se incluyo con el 

proposito de comparar el comportamiento de una cepa de reciente -

aislamiento con las cepas mantenidas en el cepario. 

3.1.2. CEPA DE REFERENCIA 

Se utilizó la cepa de Serratia marcescens Wf, mutante 

apigrnentada, altamente quitinoiítica y proteolítica, donada por -

el laboratorio de Enzimas Microbianas de la ENCB-IPN. 



TABLA 11 SELECCION DE CEPAS DE APARENTE MAYOR VlRULENCIA CLINICA 

CLAVE ........... •DORuPO PATRDN DE IUSCEP..,LIOAD EVOLUCIONDE 
AISLA-NTD YllOQID POR llC Al. QM, CFZ CAIDI 

19·0 IRONCOASPl\ADO A518-AM s. s. s OEfllNCION POR 
CHOQUE SEPTICO 

112·H HEMOCUL TIVO A2/8-A8A s. s. s INSUFICIENCIA RENAL 
CRONICA. LUPUS 

ERJT&IATOSO. OEFUNCION 

263·D ABSCESO A5J8.ABA R. R, S DEFUNCION POR 
CHOQUE SEPTICO 

264-H HEMOCULTIVO A3-A3c R,R,S INSUFICIENCIA CARDIACA 
EGRESO POR ME.JORIA 

318-0 ABSCESO TCT·TC R, R. S DffllNCfON POR 
OfOQUE SEPTICO 

577·0 ABSCESO A518·ABA R,R, S ENF. ORANULOMATOSA 
DEFUNCION POR 

CHOQUE SEPTICO 

832·0 OCULAR AuxomoFA R, R. S EGRESO POR ME.JORIA 

161·0 BRONCOASMRADO A5/B·A88 s. s. s CAROIOPATIA CONGENITA 
BRONCONEUMONIA 

EGRESO POR MEJORIA 

301·H HEMOCUL TIVO --- --- ----
DE RECIENTE AISLAMIENTO ( 1 9 9 4 ) 
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3.1.3. _CONSERVACION DE LAS CEPAS 

Las diferentes cepas se sembraron por estría-en placas de 

agar tergitol y se incubaron a 37 ºe durante 24 horas. De una co­

lonia típica se hizo resiembra en viales conteniendo medio incli-

nado de agar simple y se incubó a 37 ºC/24 horas. Se conservaron 

a temperatura ambiente, haciendo las resiembras periódicas neces~ 

rias, para contar siempre con bacterias frescas y viables. 

3. 2. HOSPEDERO EXPERIHEN'l'AL 

Se emplearon ratones machos con un peso aproximado de 20 a 

30 g, de 3 a 4 semanas de edad, de la cepa NIH, procedentes del -

Dicterio de los Laboratorios Nacionales de Salud, SSA. 

3.3. PREPARACION DEL INOCULO 

El inóculo fue preparado a partir del crecimiento de la 

bacteria después de 18 horas de incubación. Se ajustó 3 una co~­

centración previamente establecida (10 8 UFC/ml) y p~rtiendo de_ 

esta se realizaron diluciones en caldo Mueller-ffinton. De cada -
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dilución. se hicieron lecturas en el espectrofótometro a 540.·nm y 

cuenta. viable en placa. 

3.4. DETERMINACION DE DL50 

De las diluciones 10 8 a 104 se inocularon 0.5 ml por vía 

endovenosa (vena caudal) a un grupo de 6 ratones por dilución. A 

las 24 horas se anotó el número de ratones vivos y muertos obteni 

dos en cada caso, a los animales muertos se les practicó la autoE 

sia; las observaciones se mantuvieron por 10 días. Este pro=edi­

miento se repitio para las 9 cepas de trabajo. 

El análisis de los resultados se hizo por el método de 

Reed-Muench. 

3.5. BUSQUEDA DE ORGANO BLANCO 

se inoculó o.s ml de cada una de las diluciones 108 y 107 

por vía endovenosa a un grupo de 6 ratones paz:a cada.cdilución de 

las cepas 301-H, 192-H, 577-D y la de referenc:i.a •. ~~<realizó la -

autopsia de 2 ratones por cada dilución a las ,24,_.72,).44 Y 288 

horas, procediendo a extraer en condiciones. de .. esterilidad· el ri 
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fión, hígado y bazo, los cuales fueron pesado3 y triturados en 

agua destilada estéril para obtener una suspensión homogénea y po 

der hacer cuenta viable en placa. El peso del órgano se determinó 

por peso húmedo. 

El número de microorganismos vivo3 ~n el inóculo infectan-

te y en el tejido homogeneizado de los anim.des infectados, se d~ 

terminó por cuenta viable; se realizaron diluciones en tubo con -

agua destilada estéril,sembrando cada dilUción en placas de agar 

nutritivo. La cuenta de colonias se realizó a las 24 hora.s, en 

aquellas placas que presentaron de 30 a 100 colonias preferente -

mente, calculando el número total de colonias (expresado como ~ 

nidades viables de Serratia) por gramo de órgano ( 22 ) • 

Es importante aclarar que se revisó toda la anatomía del -

animal y' en caso de que algún otro órgano presentara lesiones, 

también se sembraba. 

3.6. MEDIOS DE CULTIVO 

3.6.1. MEDIO SINTETICO BASAL 

Este fue empleado para propagación de las cepas. Su compo­

sición para 1000 ml de agua destilada es: 0.625 g de citrato dia­

mónico¡ o.250 g de glicerol, ( 9). Se ajustó el pH final a 7.0. 
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3.6.2. l!S'l'UDIOS CIMl!'l'ICOS DEL CRl!CINIIDl'l'O Y LA ACTIVIDAD 

PROTEOLITICA 

Las cepas seleccionadas y la de referencia se sembraron en 

el medio sintético basal adicionado con gelatina al 0.386 i y se 

incubaron a 28 ºC con agitación a 180 rpm. La actividad proteolí­

tica se determinó mediante el método de Kunitz en alicuotas toma­

das a las o, 6, 14, 18, 24 y 30 horas. 

El crecimiento bacteriano se determinó espectrofotométric~ 

mente a 610 nm, en alícuotas tomadas en los tiempos ya antes men­

cionados. 

Para asegurar que todas las cepas ensayadas se encontraran 

en las mismas condiciones metabólicas y fueran inoculadas en la -

misma proporción, se sembraron previamente en 2 períodos sucesi­

vos de 18 horas en medio con gelatina, tomando 1 ml para inocular 

el mismo medio, pero fresco. Es importante aclarar que la rel~ 

ción utilizada entre el medio y el volumen del matraz fue de .1/5 

y la proporción inóculo-volumen del medio fue 1 mi' de inóculo pa­

ra 25 ml de medio. Estas relaciones se conservaron para todos los 

casos en el presente trabajo • 
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3.7. DETBRMINACION DE PROTEASAS POR EL METODO DB l!ttJRITZ ( 191 

Se empleó caseína al 1\ como sustrato, midiendo la activi­

dad como incremento de la absorbencia a 280 nm, debido a la libe­

ración de péptidos y aminoácidos solubles que absorben a esta lon 

gitud de onda. Una unidad de proteasa es la cantidad de enzima -

que libera 1 ug de tirosina por minuto C14). 
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4. RESULTADOS 

... 1 • DB'l'BRMIHACION DB DLso BH UN MODBLO BXPBRIMBNTAL DB RA'rON 

La DL50 de 9 cepas de ,!!. marcescens seleccionadas de d! 

ferentes aislamientos clínicos se evaluó inoculando por vía endo­

venosa cada suspensión bacteriana de la cepa en estudio a un qru­

po de ratones, manteniéndolos en observación por 10 días. 

En la Tabla III se muestran los resultados obtenidos, en -

donde puede apreciarse que existen diferencias entre cada una de 

las cepas. La 969-D y 89-D tienen una OL50 más pequefia, pero en 

ambos casos no fue posible apreciar dano en los órqanos, debido a 

que hay muerte a las 24 horas, por lo tanto, no se considera que 

exista alquna lesión característica y sólo se observó un gran con 

qestionamiento en todos los órganos; sin embargo, en el caso de -

las cepas 192-H, 301-H, 254-H 253-0 y 396-D que presentan una 

DL50 mayor en un exponente logarítmico, se observa la formación -

de abscesos-principalmente en rifiones, aunque en la cepa 192-H, -

también se localizan abscesos en hígado. En las cepas 632-D y 

577-D no se observó ninqun deterioro orqánico en los ratones y su 

DL50 es mayor. 



TABLA 111 COMPAllACION DE~ EN 9 CEPAS DE l· !!!!!U!5!11t. 
ESTUDIADAS EN UN MODEI: EXPERIMENTAL DE RATON 

C&AVI 
VAlOll °'= DLSO * DMIG o•l!llVADO l!N 

-llNICO 

8S9·D 5,53X 106 MUERTE EN 24 h CON LESIONES 
CONGESTIVAS GENEllALIZADAS 

88·D 5.57 X 10 6 MUERTE EN 24 h CON LESIONES 
CONGESTIVAS GENERALIZADAS 

192·H 3.1SX 10 7 ABSCESO EN RlllONES E HIGAOO 

301·H 3.16X10? ABSCESO EN RlllON 

264·H 4.43X107 ABSCESO EN RlllON 

263·0 2.60X 107 ABSCESO EN RlllON 

396·D 3.1ex107 ABSCESO EN RlllON 

632·0 3.DOX 108 NEGATIVO 

577-D 5.63X 108 NEGATIVO 

* OBSERVADOS DURANTE 10 DIAS 
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4.2. DBTERMIHACION DE LA ACTIVIDAD PROTBOLITICA EH CEPAS DE 

!· -rcescens 

Paralelamente se evaluó la actividad proteolitica extrace­

lular de 9 cepas de 2• marcescens, con la finalidad de conocer -

la posible relación existente entre la actividad proteolítica y -

la DL50 • Dicha actividad se evaluó en medio sintético con gelati­

na, utilizando ~· marcescens Nf como cepa de referencia. 

En la Fig. 1, se muestran. las cinéticas de producción de -

proteasas de las 6 cepas que presentaron niveles inferiores a la 

cepa de referencia; puede apreciarse que en un intervalo de 30 h2 

ras ~· marcescens Wf presenta una curva en campana, alcanzando -

el máximo nivel a los valores de 13 UP/ml en 24 horas de incuba-

ción, para posteriormente presentar una caída a las 30 horas. 

Las cepas de aislamiento clínico ofrecen una curva aproxi­

madamente sigmoide, alcanzando los valores máximos de "'1a· acti·v·i­

dad a las 24 horas de incubación. La capacidad proteo!ític_a ,de. -

las cepas en orden ascendente es 577-D, 396-D, 301-H, ·253-D• 

254-H y 89-D. Ninguna de ellas produce tanta enzima como la cepa 

de referencia y además puede apreciarse que la actividad proteoli 

tica decae a las 30 horas. Dentro de este grupo la cepa más pro­

teolitica fue la 89-D que a las 24 horas dió 11 UP/ml. 

En la Fig. 2, se presentan los resultados obtenidos en el 
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Fig. 1, Actividad proteolítica de §.. marcescens. se estQ 
diaron 9 cepas, cuya actividad fue inducida en un medio con gela­
tina al 0.386%. En esta figura se muestran los resultados 'obtehi''­
dos con las 6 cepas que dieron una actividad inferior· a· la·.cepa -. 
de referencia (§.. marcescens Wf). 
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bloque de 3 cepas que mostraron mayor actividad que la bacteria -

de referencia, la cual presenta un máximo a valores de 13 UP/rnl -

en un tiempo de 24 horas. Así 632-D produce aproximadamente 

16 UP/ml a las 18 horas, 969-D 21 UP/rnl en el mismo tiempo y 

192-H 27 UP/rnl a las 24 horas. 

Puede apreciarse además que la actividad tiende a decaer a 

las 30 horas aún en la cepa control. 

4.3. DETBRMINACION DEL CRECIMIENTO DE LAS CEPAS DE ~· marcescens 

Para conocer en que fase del crecimiento ~icrobiano se pr~ 

sentaba la actividad proteolítica se realizó espectrofotornetrica­

mente una curva de crecimiento de cada una de las cepas, en medio 

sintético con gelatina, a diferentes interv~l~·~,d~ tiempo. 

En la Fig. 3, puede apreciarse 'que.·i<l, cepa:.<!e · re.ferencia -
' ·>. ,· ; . ,:~;\.'.. · .. ' ':"· i._>:.;1 ........... :···,: . ,,. 

(§.. rnarcescens Wf) inicialmente.presento un.crecimiento logaritrn.!. 

co, el cual empieza hacerse asintótlf'~ .. de~~·~é~· de las 24 horas de 

incubación. 

En el caso de las cepas de trabajo tenernos que 192-H, 

301-H, 969-D y 253-D presentaron un crecimiento muy semejante a -

la cepa de referencia que es logarítmico hasta las 24 horas. Las 

cepas 89-D, 632-D, 254-H y 396-D tienen un crecimiento más lento 
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Fig. 2, Actividad proteolítica de 2· marcescens. se est~ 
diaro:i 9 cepas, cuya actividad fue indu·~id• en un medio con gela'­
tina al 0.386%. En este caso se muestran los resultados obtenidos 
con aquallas cepas que presentaron mayores niveles de enzima "que 
la cepa de referencia <2· marcescens Wf). 
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pero en 3 de ellas no se alcanza a observar una disminución del -

crecimiento aún a las 30 horas de incubación. La cepa 577-D fue -

la que creció más lentamente presentando una curva asintótica de~ 

de las 14 horas. 

Estos resultados confirman que la produ:ción de proteasas 

está aso~iada al crecimiento del microorganismo. 

4.4. BUSQUBDA DE ORGANO BLANCO EN UN MODELO EXPERIMENTAL DE 

RATON POR INFECCION DE Serratia marcescens 

Se conoce que 2· marcescens es un patógeno oportunista -

capaz de producir dano en humanos y animales de laboratorio, to­

mando ésto como base, se trató de evaluar las posibilidades de C.Q 

lo:iización y el dano ocasionado a un grupo de ratones,,.al, :inocu-
. ·: ·»"'· B·''···.,>·:i 

lar por vía endovenosa una suspensión bact.eria~.a.: .. :,CJ,0 .. 11 .y··lO Lde ·-
: _: :·::~\. ·.(-~;:_'.f ;.o.;:¡·::~:~.~·-? ... :; ··.'::. '. 

~· marcescens, determin;indo la colonizacion ·y' el;:.dano,'.·,a .·diferen":-
;,:;.~=,,,,:-,, ' 

tes intervalos de tiempo. En este caso se.e~.;ÍÚ:i~·~~o .4:,cepas ·de 

~· marcescens que presentaron distinta acÚ~·f~:i~};;:o~ebÍíti~a 
-:' ~~~-,/:" ;:~-¿::' ·:·:·· '.,·~· 
. •' ·,• ·. •' · .... \<·~:;-, 

. :-'.,s\.-?.:.:~.-~:.~ ~- -~ .. ,, . (192-ff, 301-H, 577-D y Wf). 

La Tabla IV presenta los resultados otii:·e,n'ido~· ~cin,la cepa 

más proteolítica la 192-H. En este caso se':apreci~· que,~l" .. rlnón 

es el órgano que mayor UFC/ml presentó a las 24 ·Y a·· la~. 72 hora's. 
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Fig. 3, Curva de crecimiento de §• marcescens. ·Se estu­
diaron 9 cepas, cuyo crecimiento fue inducido en un medio con g~ 

latina al 0.386%. 
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El daño aquí se determinó por la aparición de abscesos, que cu­

bren la mayor parte del órgano a las 72 horas 1 a las 144 y 288 h~ 

ras en los ratones sobrevivientes no se observó ningún daño y la 

bacteria no se logró recuperar. El bazo fue el segundo órgano co­

lonizado Y por último las UFC/ml más bajas se obtuvieron en híga­

do, en ambos casos no se presentó ningún daño. La colonización 

del riñón, bazo e hígado se presentó en form.s inmediata y persis­

tió durante 72 horas con la consecuente formación de abscesos en 

riñón. Los sobrevivientes después de este tiempo superaron la in­

fección y eliminaron la población infectante. Es importante men­

cionar que a las 72 horas un ratón presentó conjuntivitis y otro 

tuvo abscesos en corazón, aunque no se realizó cuenta viable en -

ningún caso. 

La Tabla V muestra a la cepa 301-H la cual presentó un." ª2. 

tividad proteolítica intermedia, en este .caso se .observó·,que a 

las 72 horas el riñón tuvo una cuenta eleva_da- de U_~C(~li PE?rº, no 

se apreció ningún daño, a las 144 h:>ras no hubo -d~-s~'f;.;'i·~o Y como 

consecuencia no hubo daño, pero a las 288 horas·' hul>0 .desarrollo -

de UFC/ml al mismo tiempo que aparecieron absce~c:is:-en' alg~nas 
partes del riñón. Parecería que se hubieran s~l~~ci:6n~-~~ formas 

virulentas dentro de la población inicial,de ·~aj~':•\ifrulencia •. 

horas 

En el hígado aunque las UFC/ml · fu~ron ¡ná~ _ baj~7s a iás 288 

hubo formación de abscesos; en el bazo no ::se· io'caui6 
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TABLA IV ENSAYO PARA IUSQUEOA DE OROANO BLANCO EN MODELO 
EKPERIMENTAL DI! llATON POll INffCCION DE 

lerr•ti• m•rcHcm1 H·192 

ORCIAICO •OCULO HOllAS UfC/10llGANO DAiia OIHRVADO 
UFC/O.IMI 

lllllON 1d! 24 1.721110'1 NOHAYDAllO 

HIOADO 1o8 24 350,000 PllESENT A ZONAS 
BLANQUESINAS 

BAZO 1o8 24 184000 NO HAYDAiiO 
RlliiDN 101 24 103, 1114 NO HAYDAllO 

HIOADO 101 24 777 NO HAYDAllO 

BAZO 101 24 18,387 NO HAY DAilo 

RlllON 107 72 99,785 ABSCESOS 

HIOADO 107 72 890 NOHAYDAliio 

BAZO 101 72 12,191 NO HAYDAliiO 

CORAZON 10' 72 --- ABSCESOS 

OJOS 10' 72 --- CONJUNTIVITIS 

RlliiON 107 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAliiO 

HIOADO 101 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

BAZO 101 144 SIN DESARROLLO NO HAYDAliiO 

RlllDN 108 288 SIN DESARROLLO NO HAYOAIQO 

HIOADO 1dl 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAliiO 

BAZO 1cB 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 
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TABLA V ENSAYO PAR" BUSQUEDA DE ORG"NO Bl.o\NCO EN MODELO 
EXPERIMENT "L DE RA TON POR INFECCION DE 

ll!!w!i !111WW111 301 ·H 

OllOANO mDCULO HOllAS UFCft OllGANO oAllo OD!RVADO 
UFC/O.W 

RIAON 1otl 72 1.04)( 1(jj NOHAVDAAO 

HIGADD 1o8 72 7,771 NOHAVDAAo 

IAZO 1rfl 72 8,183 NO HAVDAAO 

lllAON 107 72 ea8,00D NO HAV DAAO 

HIGA DO 107 72 11.656 NO HAV DAflO 

BAZO 107 72 4,092 NO HAV DAflO 

RIAON 1c/3 144 SIN DESARROLLO NO HAV DAAO 

HIGAOO 1c/3 144 SIN DESARROLLO NO HAV DAflO 

BAZO 1tJl 144 SIN DESARROLLO NO HAY DA,flo 

RIAON 107 144 SIN DESARROLLO NO HAV DAAO 

HIGADO 1ól 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAflO 

BAZO HY 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAfilO 

RIAON 1ól 288 2.2 X 105 ABSCESO 

HIGAOO 1íl 288 67,705 ABSCESO 

BAZO 1& 288 359,842 NO HAY DAfilO 

RIAON 1fl 288 SIN DESARROLLO NO HAY DA!IO 

HIGAOO 1ó7 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAl<O 

BAZO 10/ 288 SIN DESARROLLO NO HAY DANO 
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ningún daño aún a los 12 días. 

Los resultados de la Tabla VI muestran a la cepa 577-D fue 

la menos proteolítica, pero aún en este caso, el riñón tuvo la 

mayor colonización, sin presentar ninguna lesión. 

En el bazo no hubo desarrollo y no se observó ninguna le-

sión. 

En la Tabla VII se exhiben los resultados obtenidos con la 

cepa de referencia ~· marcescens WF, en este caso el riñón resu! 

tó ser el más colonizado, presentando lesiones a las 288 horas, 

y aunque en el hígado se reportan UFC/ml no se localizaron absce­

sos, En el bazo no se presentó ningúna lesión. Aquí encontramos 

el mismo fenómeno observado con la cepa 301-H, la emergencia tar­

día de una población colonizante y la consecuente aparición de 

abscesos a las 288 horas. 

La Fig. 4, muestra el porcentaje de invasión de lo·s ·3 órg~ 

nos estudiados. este porcentaje es mayor en los'· riñémea ·y_.·nulo e·n 

el bazo, debido a que a lo largo del ensayo no se loc~lh?,·,~i.ngu;-

ns lesión en dicho órgano. ·,· :-;./' 
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TABLA VI ENSAYO PARA BUSQUEDA DE ORGANO BLANCO EN MODELO 

EXPERIMENTAL DE RATON POR INFECCION DE 

~~577-D 

OllGANO INOCULO llOllAS UFC/g OllGANO DAllO OBSERVADO 
UFC/O.lml 

Rlf.ION 1o8 72 35,000 NOHAYDAf.lO 

HIGA DO 1" 72 777 NO HAYOAf.lO 

BAZO 1c8 72 SIN DESARROLLO NOHAYDAf.lO 

RlflON 107 72 35,000 NO HAY DAf.lO 

HIGA DO 107 72 777 NO HAY DAf.lO 

BAZO 107 72 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

Rlf.lON 1rfJ 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

HIGA DO 1o8 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

BAZO 108 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

Rlf.lON 107 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

HIGADO 107 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAf.lO 

BAZO 107 144 SIN DESARROLLO NO HAYOAÑO 

Rlf.lON 107 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

HIGADO 107 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

BAZO 107 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

Rlf.lON 1dl 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

HIGA DO 1r/1 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

BAZO 1dl 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 
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TABLA VII ENSAYO PARA BUSQUEOA DE ORGAND BLANCO EN MOOELO 
EXPERIMENT Al DE AA TON POR INFECCION DE 

Serr1tJ1 marc1sc9n1 Wf 

ORGANO INOCULO HORAS UFC/g ORGANO OAflO OBSERVADO 
UFC/O.Sml 

RIAON 108 24 1,204 X 104i NOHAYDAAO 

HIGADO 108 24 23,312 NDHAYDAÑO 

BAZO 108 24 491,000 NO HAY DAÑO 

Rlf;lON 107 24 34,388 NO HAY DAAO 

HIGADO 10 1 24 1,664 NO HAY DAÑO 

BAZO 107 24 8,184 NO HAY DAÑO 

RIAON 108 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

HIGAOO 108 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

BAZO 108 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

RIÑON 10 1 144 SIN DESARROLLO NO HAYOAÑO 

HIGAOO 107 144 SIN DESARROLLO NOHAYDAliiO 

BAZO 107 144 SIN DESARROLLO NO HAY DAÑO 

RIÑON 107 288 2,360 X 10b ABSCESOS 

HIGAOO 107 288 196,000 NO HAY OAliiO 

BAZO 107 288 52,000 NO HAY OAÑO 

Rll'lON 107 288 126,743 ABSCESOS 

HIGA DO 107 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAl'lO 

BAZO 107 288 SIN DESARROLLO NO HAY DAl'lO 
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Fig. 4,. Porcentaje de invasión de los tres. órganos estudi~ 

dos {rinón, hígado y bazo). 
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~ DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Investigaciones previas han dem·~3trado que e• marcescens 

es un microorganismo que presenta una gran capacidad exo-enzimáti 

ca, además de se~ un patógeno oportunista capaz de producir dano 

en humanos Y animales, por lo que ha ido adquiriendo mayor impor­

tancia d!a a d!a, sobre todo en el ••bito intrahospitalario. Por 

lo anterior resulta de gran interés, conocer los mecanismos de P.!!. 

to9enicidad Y su posible relación existente con alguna de las 

exo-enzimas que produce. El experimento de David Lyerly sugiere 

la participación de las proteasas de §.. marcescens en la produs. 

ción de neumonía en ratón (21). 

En este contexto el trabajo representa el inicio de una i.!!. 

vestigación tendiente a explorar la relación entre la producción 

de proteasas del microorganismo y el dafio o muerte ocasionados 

en animales de experimentación. El estudio fue realizado con 9 c~ 

pas seleccionadas por su historial clínico (Tabla II) e intent.!!_ 

relacionar la actividad proteolítica que presenta cada cepa con -

su efecto nocivo en rátón, encontrando que ambos aspectos no es­

tán muy vinculados ya que se esperaba que al ir aumentando la ac­

tividad proteolítica, la oL50 fuera más pequena Y mayor el dano 

obssrvado, esto no ocurrió en todos los casos por lo que puede 

pensarse que no unicamente las proteasas están involu:radas en la 



produ::ción de lesiones en el animal, y q·le hay otro u otr.,s •M•ca-

nismo.; que participan en la producción de dicha les.lón como son 

su actividad hemolitica, hidrofobicidad superficial, etc. (7,3). 

Considerando que cualquier apreciación de la virulencia de 

un patógeno requiere la observación sobre un órgano blanco en el 

que se co~prueba la acumulación de una población bacteriana y la 

consecuente lesión que ésta acarren, se empleó la técnica de 

Me. Cune et. al. (221, observándose que en todos los casos hay 

una colonización preferente del rinón que se manifiesta entre las 

24 y 72 horas, a pesar de que en algunos casos no se muestran le­

siones macroscopicamente apreciables. Posteriormente la población 

desaparece, o al menos disminuye hasta pasar desapercibid!l d>1ran­

te las siguientes horas, sin embargo, en las observaciones efec­

tuadas con las cepas 301-H y Wf h!ly recrudescencia de la infec -

ción y la formación de abscesos lo que hace pensar qua. d.~i:.ante la 

fase de eclipse hubiera la selección de una cierta pob~.ªc;ión de -

mayor virulencia. 

Las observaciones anteriores nos llevan ·a pensar· ·que aun 

que la prueba no es recomendable para cuantificar virulencia dado 

los resultados irregulares observados, sí evidencía la· selectivi­

dad del tejido renal, en do~de serratia encuentra condiciones 

apropiadas para su ccecimiento. La observación puede augerir que 

• 37 .. 



en casos de infección en humanos este órgano debe ser escrupulos 

mente estudiado. 

Otro factor importante fue la elección de la población an! 

mal de experimentación, que en este caso presentó un cierto grado 

de heterogeneidad en la respuesta, Aún cuando esta heterogeneidad 

trató de restringirse al procurar que loa animales utilizados pr~ 

sentaran el mismo peso, la •lsma edad e igual sexo, posiblemente 

existió variación en el estado fisiológico del animal, lo ;~e dió 

como resultado diferencias en la susceptibilidad a la infección. 

Una forma de tratar de disminuir dicha v4riabilidad sería utili-

zar inmunosupresores, para tratar de abatir la respuesta inmune -

hasta un mismo punto, buscando obtener una respuesta más homo~e -

nea. 

En base a lo anterior puede concluirse que §.. marcescens 

es un microorganismo capaz de producir dafio tanto en animales de 

laboratorio como en humanos. La Tabla VIII muestra que las enzi 

mas proteolíticas que presenta esta bacteria, pueden estar invol~ 

eradas en la virulencia, debido a que ejercen un efecto exotóxico 

en el organismo y pueden llegar a causar en algunos casos lesio-

nes en animales, predomin~ndo el daño en riñón: aunque también e~ 

te hecho es apoyado por el efecto observado en la cepa WF, que -

aún siendo una cepa de laboratorio, que ha sido cultivada por mu-
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chos anos en medios artificiales, también causó dano en los anim~ 

les, y en este caso se habla de una cepa altamente proteolítica. 

se sospecha una causa ~ultifactorial en la producción de lesiones 

en la que pueden contribuir factores de virulencia com~ fimbrias, 

hemolisinas, aerobactinas Y proteasas aún cuando no se conoce si 

es un sólo tipo de proteasas o un grupo de éstas las que están in 

volucradas y de cuál de ellas depende su patogenicidad. 

TAlllA VIII COMPARACION DE TRES CEPAS 

'i!!W!!~ 

CB'A LD50 111'/ml DAto OISl!RVADO 

192-H 3.16X 107 
27 CONJUNTIVITIS 

ABSCESOS EN 
CORAZON V RIAON 

3D1-H 3.16X 10
7 

7 ABSCESOS EN 
HIOADO V RIAON 

577-D 5.63 X t<f> 3 NO HAV OAflO 

WI --- 13 ABSCESOS EN RIAON 

ISTA Tf.Sf5 
SJL1B La. i.A 

"'" DEBE ~UIUOJECA 
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