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RESUMEN

Serratia marcescens, es un bacilo Gram negativo, mévil perteneciente a la Familia

Enterobactenaceae, Tribu Klebsiellae, es considerado como un patégeno oportunista
que puede causar infecciones graves cuando las defensas del huésped se encuentran
alteradas. Su descripcién inicial fue realizada por Bartolomeo Bizio en 1819 y hasta la
década de los 50 fue considerada como un sapréfito.  Hasta 1964 fue reportado como
el agente causal de infecciones graves. En la literatura médica unicamente se habian
reportado 15 casos de bactenemia debida a Seratia sp, y posteriormente descubrié su
notable capacidad para desarrollar resistencia a gran numero de antibidticos. Se le ha
considerado una bacteria oportunista ya que infecta principaimente los pacientes
inmunocomprometidos. Este microorganismo ha sido considerado como un patégeno
importante, durante las ultimas dos decadas por ser al agente causante de infecciones
en el tracto unnano, neumonias, septicemias, meningitis, bactenemias, endocarditis,
pentonitis, osteomelitis entre otras; asi como de graves epidemias intrahospitalarias.
La mayoria de los estudios sobre esta bacteria han estado enfocados a la identificacidén
de varios serotipos . Se han identificado 26 antigenos "O * y 24 antigenos flagelares *
H,” en algunas cepas se ha observado el antigeno capsular “ K* . Sin embargo, poco se
conoce acerca de los antigenos de la membrana extema de S. marcescens, asi como
su relacion con la patogenicidad. En este trabajo , se hace énfasis en el estudio de las
proteinas de membrana extema de cepas aisladas durante una de las epidemias en
uno de los hospitales de la Ciudad de México. Las cepas estudiadas fueron la : 62-&-
88 (aislada de liquido cefalorraquideo) y la 112-HV-88 ( aislada de hemocultivo ). Las
cuales fueron crecidas a temperaturas de 30 y 37°C, con el fin de establecer si habia
alguna diferencia en cuanto a su patron de proteinas y al reconocimiento antigénico. El
estudio se'realizo por electroforesis en geles de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio
(PAGE- SDS), asi como por el método de inmunoelectrotransferencia. utilizando sueros
de conejos inmunizados con la bacteria entera y sueros de pacientes hospitalizados.

utilzandose como controles sueros de voluntanos sanos. con el fin de identificar los



antigenos reconocidos por ambos . Tambien se utiliz6 el método de ELISA, para

cuantificacién de la presencia de anticuerpos en contra de los antigenos estudiados.



INTRODUCCION

Las enfermedades nosocomiales son aquellas que son producidas por microorganismos
que se adquieren dentro del hospital y se desarrollan dentro o fuera de él. Pueden
involucrar no sélo a los pacientes, sino también a los individuos que hayan tenido
algun contacto previo en el hospital, incluyendo miembros del mismo, voluntarios,
visitantes, trabajadores, entre otros.

Aunque la mayoria de las enfermedades nosocomiales se manifiestan durante la

hospitalizacién pueden presentarse después de que el paciente es dado de alta.

Se considera a 1a infeccidn no nosocemial cuando la incubaciéon de estd se da en el

tiempo en el que el paciente esta en admisién .

Los microorganismos causantes de las infecciones nosocomiales puaden ser de dos

fuentes:
- Endégena: cuando la infeccion es producida por la flora normal del individuo.

- Exdgena: cuando la infeccion es causada por microorganismos adquiridos del medio

hospitalano.

La prevencion es un aspecto muy importante en el control de estas infecciones.
Medidas tan simples como un cuidadoso lavado de manos después de que se tiene

contacto con algun paciente muy infectado, puede prevenir dichas infecciones.

A menudo es imposible establecer el modo de infeccion de cada paciente, ya que
mas de una forma de microbio puede contnbuir al desarrollo de la misma y no todas se

pueden prevenir.



La enfermedad puede ocummir a pesar de todas las precauciones, por ejemplo en el caso
de los pacientes inmunosuprmidos, debido a que dentro su flora normal existe el

microorganismo para que la enfermedad se desarmrolle.

Para caracterizar a la enfermedad se debe tomar en cuenta el lugar, la persona y el
tiempo.

Se puede clasificar en:

- Esporadica: aquéltos casos que ocurren irregutarmente at margen de algun modelo
especifico.

- Endémica: cuando un numero relativamente pequefio pero constante de casos se
presentan en una determinada zona geografica.

- Epidémica: cuando se presenta un incremento de la incidencia con respecto a los
€asos endémicos.

- Pandémica: cuando un numero grande de casos afectan zonas geograficas muy

extensas.

En su mayoria las enfermedades nosocomiales, tienen caracter de tipo endémico y
s6lo en algunos casos resultan epidémicos. Debido a su notable incremento sobre todo

en los ultimos diez aflos, estas han cobrado gran importancia (48).

El problema de las enfermedades intrahospitalarias antes de ios anos sesenta, mostraba
un panorama en el que solo ocasionalmente se informaba de casos aislados, en

general causados por Sthapylococcus aureus. Este panorama ha cambiado a raiz del

incremento en el numero de casos que se presentan, al conocimiento de los mismos y

de los mecanismos de transmision.

Este incremento , ha conducido a la creacion de comités de infecciones nosocomiales
cuyas actividades no solo abarcan hospitales de segundo y tercer nivel del Sector

Salud, sino también instituciones privadas (24).

Nuestro pais. tiene como caracteristica fundamental estar constituido por una poblacidn
joven con alto indice de crecimiento, y un porcentaje elevado de mujeres se encuentran

en etapa reproductora. Desafortunadamente el circulo vicioso entre |la desnutncion e



infeccion es un problema que se inicia desde la etapa neonatal y que conduce a que

una de las principales causas de morbilidad infantil sea infecciosa

Esto hace necesario conocer la frecuencia y el tipo de microorganismos causantes de

las infecciones perinatales en nuestro pais.

En 1986, en el Instituto Nacional de Pediatria se hizo un seguimiento por seis meses
del numero de ingresos por causas infecciosas. El resutado de dicha encuesta mostro,
que el 29.3% de los ingresos mensuales se debid a esta causa. Esto indicd que mas
de la cuarta parte de los ingresados presentaron padecimientos potencialmente
transmisibles al resto de la poblaciéon intema. De estos estudios se concluyé que se
deben instaurar medidas preventivas para evitar que otros pacientes contraigan
infecciones durante su hospitalizacion (24).

Durante 1987, en esta misma entidad se registraron 337 casos de infecciones

nosocomiales, las cuales, tuvieron un costo diano de 80,000 pesos.

En vista de la alta frecuencia de las enfearmedades nosocomialas, se ha propuesto que
se establezcan comités que regulen y propongan politicas con el fin de detectar
tempranamente las infecciones nosocomiales y asi evitar su progreso.  Este comité
debe de estar integrado por un representante de Ia Direccion Medica y Administrativa,
un infectolégo, una enfermera por cada 250 camas. un epidemidlogo y el jefe de
Bacteriologia. E! departamento de Bacteriologia debe de informar una vez por semana
de todos los cultivos que sean positivos, para que la enfermera y el infectélogo, analicen

los candidatos a ser catalogados como infeccion intrahospitalaria.
Los objetivos de un comité de infecciones deben ser:

i).- Conocer la incidencia de las enfermedades nosocomiales.
ii).- Conocer con base a estudios epidemiolégicos, los nesgos de que un paciente
hospitalizado adquiera una infeccidén por procedimientos diagndsticos que se empleen.

1) - Reducir la frecuencia de las infecciones intrahospitalanas.



Las funciones del comite deben consistir en:

a)- Establecer politicas y mecanismos para observar y evaluar las enfermedades
nosocomiales. _
b).- Determinar los procedimientos apropiados para prevenir y controlar éstas
(aislamientos, egresos etc.)

c).- Marcar las politicas y procedimientos de manejo de pacientes no infectados, que

requieren aislamientos por alteraciones del sistema inmunolégico.

Las enfermedades intrahospitalarias mas frecuentes en los ultimos afos, se deben
principalmente a las bactenas Gram Negativas. Hoy en dia, el papel que desempena el
laboratorio es principalmente el de crear métodos que permitan detectar tempranamente
las enfermedades nosocomiales.

Algunos laboratorios clinicos actualmente cuentan con manuales de procedimientos que
incluyen informacion acerca de los microorganismos que prevalecen en el pais asi como
de los agentes antimicrobianos comunes en la institucion . Este matenal sirve entonces,
no sélo para mejorar la atencién de los pacientes, sino también para estar alerta cuando

se presenta algun brote debido a algun agente nuevo

Ademas de identificar adecuadamente a! microorganismo causal de la infeccion
intrahospitalaria es necesario ubicar el origen de la misma y hacer un planteamiento
global que incluya un buen manejo de los casos. Se sabe que dentro de un hospital
existen areas de alto riesgo como son: salas de cirugia, ginecologia y obstetricia, entre
otras, que requieren una vigilancia mas estrecha. Por otra parte !a busqueda de un
microorganismo intrahospitalario incluye la identificacion del agente especifico, asi como
el estudio de los perfiles de plasmidos de la bactena asociados a un patron de
resistencia asi como su compatibilidad geneética con otras bacterias. Todos estos
aspectos son muy importantes para mantener una estrecha vigilancia en la aparicion

de nuevos brotes.

Las epidemias hospitalanas debidas a microorganismos multiresistentes se atnbuye a la

amplitud de la resistencia de la cepa, aunque algunas instituciones han observado un

«©



incremento en la frecuencia de enfermedades causadas por vanas cepas

multiresistentes de uno 6 de vanos géneros (116).

En las ultimas décadas se ha intensificado el estudio de las enfermedades causadas por
agentes oportunistas con resistencia a los antibiéticos. Se ha encontrado que son tres
los agentes mas comunes entre los bacilos Gram negativos como son: Pseudomonas |,
sp, Eschenchia coli, y Serratia_ sp. Los mecanismos por los cuales estas bactenas
causan enfermedades se han explicado en base a las exotoxinas de E. coli y
Pseudomonas sp, pero no se han reportado exotoxinas especificas en la patogenesis
de S. marcescens., sin embargo esta bacteria posee un buen arsenal de elementos de
patogenicidad , dentro de los cuales se encuentran , su resistencia a los antimicrobianos
mediados por enzimas, a las fimbnas, a la produccién de hemolisinas asociadas a la
membrana extema, asl como la produccién de proteasas extracelulares, dentro de esta
una proteasa de 56kDa que activa el factor Hageman-kalicreina-quinina, lo cual permite
un aumento de la permeabilidad vascular, dando como resultado la queratitis en el

cobayo y en elconejo (44).

Por otra parte las estadisticas muestran que las infecciones intrahospitalanas causadas
por otros microorganismos como S. marcescens van en aumento , este hecho aunado
a lo anteriormente descrito nos ha llevado a plantear el objetivo de este trabajo que es
el estudiar uno de los factores patogenicos de esta bacteria, que es el estudio de las
proteinas de la membrana extema tomando como base los estudios realizados en: E.

coli, y Salmoella thipymurium, que han sido las bactenias enténcas mas estudiadas.

ANTECEDENTES

La bactena S. marcescens , es un bacilo Gram negativo perteneciente a la Familia
Enterobactenaceae, Tnbu Klebselliae, que crece con facilidad en comestibles,
especialmente en aquellos que contienen almidon y carbohidratos, donde las colonias
pigmentadas que aparecen en los alimentos son faciimente confundidas con gotas de
sangre (106).



A principios del siglo VI antes de Cristo, fue Pitagoras quien por primera vez observo la
presencia de una coloracién semejante a la sangre en los alimentos. Once siglos
después, Ehrenberg encontré casi cien referencias sobre la milagrosa aparicién de
sangre en los alimentos. Los primeros antecedentes registrados por los historiadores
clasicos sobre este hecho se remontan al ano 332 antes de Cristo. En Fenicia,
Gaughran descubné mas de 35 escritos sobre la aparicion de sangre en el pan
Eucaristico “la Hostia", pues el ambiente humedo de las Iglesias medievales
proporcionaba un excelente medio de incubacién para el crecimiento de S. _marcescens
(107). Debido a que el pan Eucaristico simbolizaba la conversién en el cuerpo de
Cristo, la aparicion de sangre sobre la Hostia representé un dramatico testimonio de
este dogma.

Desafortunadamente, muchos de estos episodios también sirvieron como base para la
persecucion de los judios, quienes deshonraban la Hostia. Scheurlen ( 14,107 ), afimé
que debido al fanatismo religioso de esos tiempos contrbuyé con mas muenes
causadas por este saprofito que las causadas por otras bacterias patégenas.

Fue hasta pnncipios del siglo XIX que la apancion de esta sangre milagrosa se atribuyé
a un microorganismo. En esta época, un campesino italiano observd una decoloracion
sanguinolenta en el alimento del maiz *polenta” , lo cual se atribuy6é a una venganza
divina, porque habia sido hecha del maiz que habia sido negado al hambriento durante
la carestia de 1817 (91).

Bartolomeo Bizio, un joven famacéutico, demostro que el fendmeno era causado por
microorganismos vivientes a los cuales confundié con hongos. Bizio, llamo a este
organismo con el nombre §. marcescens. Serratia en honor al fisico italiano Serafino
Semati, ( quien Bizio pens® que habia sido menospreciado en favor de los amencanos
como los primeros inventores del buque de vapor) y Marcescens ( del latin “decae”)
debido a que Bizio observo que el pigmento desaparecia rapidamente cambiando de un

color rojo a un rosa palido.



Los experimentos de Bizio fueron de interés historico, porque ademas de las
contribuciones mencionadas, fue el primero en usar medios solidos, como la harina de

maiz, para el cultivo de esta bacterias ( 108 ).

En 1848, Ehrénberg llamd a este microorganismo “Monas prodigiosus™ o “la bactena
milagrosa”, posteriormente le fue dado el nombre de “Bacilus prodigiosus™. En 1920 , se
realizaron estudios taxonémicos de la bacteria la cual condujo a la adopcion del nombre
que originalmente habia propuesto Bartolomeo Bizio. En la nomenclatura bacteriana S.
marcescens, es en edad uno de los microorganismos mas antiguos, exceptuando los
géneros de Vibrio cuyos datos existen desde 1771 y los del género Polyangium que
son conocidos desde 1809.

El pnmer caso clinico atribuido a §. marcescens, fue debido a la presencia de su
pigmento rojizo aislada en la orina de un paciente con problemas uninanos , esto fue
reportado antes de que Woodward y Clarke en 1913 ( 109 ), dieran a conocer el
aislamiento de la bactena en pacientes con enfermedades pulmonares crénicas y
episodios repetitivos de expectoraciones tenidas de color rojo. Sin embargo, al examen

microscopico no se encontraron células sanguineas, un gran numero de bacterias Gram

negativas. En 1957 hubo reportes similares de Robinson y Woalley, quienes acuiaron

el termino de "pseudohemoptisis”, para este sindrome (110 ).

En 1658 Waisman y Stone ,( 111 ) , reportaron la apancién del “sindrome del paial rojo”
en un bebé del Hospital de la Universidad de Wisconsin. En ese tiempo ya era conocido
el “sindrome del panal azul", causado por el metabolismo anormal del tnptofano. El
padre del infante, un genetista, sospeché de un problema innato del metabolismo del

bebé. Dedicados a resolver , el problema aislaron a la bacteria _S. _marcescens, de

las evacuaciones del nifo. La espectrofotometria de absorcion venficéd que la coloracion

en los panales se ongind del pigmento producido por la bacteria.

Posteriommente, los mismos investigadores descubrieron que una cepa pigmentada de
S marcescens. habia sido usada como marcador biologico en estudios de aerosoles por
la Armada de los Estados Unidos. Esta era antigenicamente identica a la cepa

aparecida en el panal del infante.



En 1906, Gordon realizé estudios en los miembros de una familia donde habia
aparecido una epidemia por influenza. El recuperd colonias pigmentadas de S.

marcescens, en placas de agar que habia salpicado con esputo de la tos y estomudos
(14).

En los anos setenta estudiantes de Microbiologia de un laboratorio de practicas rociaron

en sus guantes de cirugia una suspension de S. marcescens, para demostrar que la

bacteria podia esparcirse con solo agitar las manos .

Como marcador bioldgico S. _marcescens, jugd un papel importante en muchos

experimentos clasicos, permitiendo asi un mejor entendimiento de los mecanismos de
infeccién en el humano. Los experimentos llevados a cabo bajo control, realizados en
1920, probaron la hipotesis de que las infecciones del aparato respiratorio podian ser
transmitidas a través de las manos contaminadas con la bacteria. Cuming, en un
experimento realizado por su grupo, rocio a un conjunto de soldados amencanos en las
gargantas, los labios y {a boca, con una solucién que contenia a la bactena.
Postenormente aislé al microorganismo de las manos e incluso de utensilios y cavidades
orales de otros soldados no infectados (113 ).

Tiempo después, Kass y Schneiderman ( 117 ), documentaron ampliamente que la
entrada del microorganismo en el tracto urinario ocurria por la introduccion de catéteres
en la vejiga. Esto lo demostraron introduciendo a la bacteria a través de catéteres por
el epitelio peruretral en tres pacientes con problemas urinarios. A los tres dias, estos
investigadores recolectaron de la orina de sus pacientes cantidades del organismo
prueba. Laurenziy colaboradores ( 118 ), aplicaron una suspensiéon que contenia a la
bactena en la boca y fannge de pacientes con infecciones en el tracto respiratorio bajo,

para usario como marcador contaminante en la obtencién de esputo por la boca

El uso mas controversial de S. _marcescens fue su utilizacion como marcador biologico
desarroliado en expenmentos de aerolizacion llevados a cabo por las Fuerzas ammadas
de los Estados Unidos de Norteaménca, para estudiar la vulnerabilidad de una poblacion

a una guerra bacteriana en aquel pais (113 ).



En los anos de 1950-52, buques navieros lanzaron al océano suspensiones conteniendo

S. marcescens, en forma aerosol. Estos fueron llevados por las olas hacia la Bahia de

San Francisco. Las estaciones donde se estuvo monitoreando al microorganismo,
aislaron la bactena del aire en un area de aproximadamente 80 metros cuadrados. El
interés publico sobre estos experimentos fue iniciado por los informes publicados en
diciembre de 1976, en los cuales se mencionaba que el hospital de San Francisco habia
expenmentado un brote epidémico, el cual coincidia con los expenmentos de la
aerolizaciéon que habian sido realizados en 1950. Wheat y colaboradores ( 119 ),
habian informado de once casos de infecciones del aparato urinario en el hospital de la
Universidad de Stanford, San Francisco, uno de los pacientes fallecié por endocarditis,
este fue el primer caso conocido de infeccién causada infecciéon por S. _marcescens.
En 1951, cuando se usO al microorganismo en experimentos de aerolizacién en el
Condado de Alabama y Florida ( 113 ), el numero de pacientes afectados por

neumonia aumentoé considerablemente debido a la contaminacion por esta bactena.

Como resultado de estos informes, la existencia de las pruebas bioldgicas se hicieron
del dominio publico. El subcomité de! Senado de los Estados Unidos de Norteaménca
inicio en 1977 las investigaciones al respecto . Sin embargo los senadores decidieron
mantener en secreto los resultados de los experimentos en los que participaban un gran
numero de personas que no tenian conocimiento de las pruebas. Por otra parte, el
senador Richard Scheneiker reproché a la armada de los Estados Unidos por continuar
usando suspensiones que contenian a §. marcescens, como marcador biolégico,
ignorando el hecho de que a principios de 1952 el personal de la armada habia sido
informado de la epidemia ocurrida en el hospital de Stanford. Sin embargo, a pesar de
estas notificaciones, se continuo usando a este organismo como marcador biolégico
hasta el afio de 1968, ano en el cual la administracion del presidente Nixon, suspendid

los expenmentos.

Postenormente, se planteo la duda de que los experimentos de aerolizacion, pudieron
haber sido !a causa de las infecciones, ya que el centro de control de enfermedades en

Atlanta. Georgia, reporté que de 100 brotes causados por la bactena S. _marcescens



en ninguno se encontrd el serotipo y biotipo como el usado por la armada de aquel

pais, en los expanmentos realizados en anos anteriores .

Los trabajos de Wheat son pioneros en la descripcion e identificacion de las

enfermedades nosocomiales.

En 1973 Fisbach informd de un caso de osteomelitis causada por _S. marcescens

en un adicto a la heroina, a este informe le siguieron muchos mas que reportaban,
enfermedades causadas por esta bactena como : endocarditis, artntis , neumonia, estos
diagnosticos fueron compartidos por todos los pacientes ya que eran también adictos a
la droga. Posteriormente, Mills y Drew (121), describieron 19 casos de endocanditis

causados por §. marcescens, que se presentaron en San Francisco entre 1963 a

1974, Hasta el afio de 1978 en la literatura inglesa sélo hablan reportado 12 casos de
endocarditis por esta bactena. En contraste a los reportado por la literatura , la mayoria
de los casos de infecciones por S. marcescens diagnosticados en San Francisco,
también estaban asociados a drogadictos, quienes presentaban una frecuencia alta con

complicacionaes de embolia y rechazo a los antibioticos.

En un pnncipio se pensé que la posible via de entrada de S. _marcescens, al
organismo probablemente era a través de la via intravenosa, porlo observado en los
adictos a las drogas. Sin embargo, esto no se pudo corroborar puesto que no se
hicieron los estudios pertinentes. Mills y Drew, en sus investigaciones sugirieron la
posibilidad de que el microorganismo responsable de las infecciones fuera la bacteria
utilizada en los expenmentos de aerolizaciéon realizados por la Armada de los Estados
Unidos y que por lo tanto los individuos se infectaron a traves de la via aérea.

I

En oposicion a esto, la Amada argumentd que, durante la realizacién de sus
expenmentos en el afio de 1952, la bactena moria rapidamente y no existia viabilidad
después de 24 horas. Por lo tanto, ellos consideraron improbable que estos
organismos pudieran ser viables después de tantos afos, tomando en consideracion el
periodo que existia entre el primer caso de endocarditis provocada por S _marcescens
'y los expenmentos realizados por elios.  Posteriormente se determind que el serotipo

de las cepas que fueron usadas en los expenmentos de aerolizacion. fueron diferentes



de los multiples serotipos de §. marcescens , aisladas de pacientes con endocarditis .

La reciente notoriedad de S. marcescens, es debido a su importancia como agente
causal de serias infecciones intrahospitalarias. En reportes iniciales, se reconocio que
existian cepas pigmentadas y no pigmentadas que estaban registradas en la literatura
inglesa, involucradas en infecciones nosocomiales (102). Ewing y colaboradores (120 ),
estudiaron un gran numero de aislados provenientes de diferentes hospitales. Ellos
observaron, que algunos serotipos predominaban en un determinado hospital,
suginendo que estas infecciones eran el resultado de la infeccién cruzada entre los

pacientes que se encontraban hospitalizados.

La pnmera descnpcion de infecciones causadas por S.marcescens en hospitales, fue
realizada por Wheat, dénde reportd once casos en un periodo de seis meses en 1951,
en el Hospital de la Universidad de Stanford. En 1952, Rabinowitz y Scheffrin ( 116),
reportaron el primer brote atnbuido a un foco de diseminacion ; once de los casos fueron
de meningitis y los otros debido a infecciones en hendas y artntis. La diseminacién
ocumi6 en un hospital pediatrico, la infeccion se debid a Ia introduccién por via venosa
6 local de solucién contaminada por dicha bacteria .

En 1966, McCormack y Kunin, descnbieron una epidemia en los cuneros donde
estaban 27 recién nacidos. Se cree que el punto de infeccidn fueron las tapaderas de
las soluciones salinas con las que limpiaban los cordones umbilicales. Las soluciones
contaminadas con S. _marcescens, que habian sido causa de las otras epidemias

incluyeron desinfectantes, el agua de los nebulizadores, los aparatos de presion,

catéteres, soluciones intravenosas y las lociones de las manos.

Desde entonces se ha observado que dicha bactena crece con facilidad en ambientes
himedos, incluyendo medicamentos en solucion.  El instrumental médico, que mas
comunmente contribuye a la dispersién de esta bactena en epidemias intrahospitalarias
son los respiradores., los aparatos de terapia de oxigeno y de presion, los
nebulizadores ultrasdnicos, los catéteres, las agujas, los monitores de presion arterial y

aparatos para broncoscopias. Las cerdas de los cepillos de aseo también resultaron



ser una fuente constante de contaminacion y causa de las epidemias ocumndas en la
unidad de cuidados intensivos de un hospital donde dichos cepillos se utilizaban para el
aseo de los pacientes. lgualmente se han reportado a grandes epidemias asociadas a
dicha bactena, cuando a través del personal médico manipula aparatos en el tracto
genitourinano, en dialisis peritoneales, en hemodialisis, en transfusiones sanguineas y
en punciones lumbares etc.  Asi como la transmision mano a mano a través del
personal hospitalario.

La infeccion del tracto genitounnano ocurre por la introduccion de catéteres
contaminados en |a vejiga, mientras que la del tracto respiratorio ocurre principalmente

en pacientes que han sufndo manipulaciones médicas.

El tracto gastrointestinal no es un importante reservorio de infeccion por S.

marcescens, en los adultos, pero puede ser un reservono primario en nifios.

Otros factores importantes en la adquisicibn de la infeccion incluyen, pacientes
inmunosupnmidos que han sido sometidos a cirugia, 0 que han tenido una terapia a
base de corticoides. No se conoce bien si estos factores de riesgo son independientes
0 estan asociados a una hospitalizacibn prolongada, a! uso de un gran espectro de
antimicrobianos, o a la inadecuada manipulacién de pacientes con problemas
respiratonos y unnanos.

Una vigilancia adecuada a las incecciones hospitalarias ha sido importante para
contrarrestar o combatir las infecciones por S. marcescens. La identificacion de el
punto de entrada del organismo infeccioso y su localizacién permitira iniciar medidas de
control. En las epidemias donde no se conoce la fuente de entrada de la bacteria,
debera implantarse de inmediato el control de la infeccion para restringir el area de

localizacion y evitar la diseminacién.  Las infecciones por S. marcescens, podran

responder a las medidas de control siempre y cuando dichas medidas sean
estrictamente cumplidas. Estas incluyen: el lavado de manos, |a esterilizacion, un
adecuado manejo de catéteres, el uso moderado de antisépticos y el aislamiento de los

pacientes infectados.



El uso de antimicrobianos, es comunmente aceptado como factor de riesgo para el
desarrollo de las infecciones por S. marcescens ( 89 ). Se ha documentado que el uso
indiscriminado de drogas antimicrobianas ha contribuido al surgimiento de infecciones

por cepas resistentes de S. marcescens.

E! brote infeccioso mas dramatico producido por las bacterias resistentes, ocurrié en
Nashville, Tennesse (113) donde una cepa resistente a todos los antibidticos
disponibles comercialmente, infectdo a los pacientes de cuatro hospitales que se
localizaban en diferentes areas. En uno de los hospitales en abnl de 1873 se aislaron
cepas antibibtico-resistentes de ta onna de un paciente con catéter unnario. A fines de
1974, las cuatro institucic_mes en esa area presentaron brotes de infecciones por el
mismo organismo el cual fue identificado  por el serotipo, la sensibilidad a los
antimicrobianos y tipos de fagos. En un periodo de 21 meses hubo 210 pacientes
infectados por dicha bacteria y 21 pacientes presentaron bacteriemia.
Subsecuentemente uno de los cuatro hospitales expenment6 una segunda epidemia por

Klebsiella sp., multiresistents.

Con respecto a la resistencia a antibidticos de S. marcescens , se sabe que este
organismo es sensible a la kanamicina y susceptible a la gentamicina (124). Sin

embargo, actualmente se ha demostrado la existencia de cepas de _S. marcescens

que son resistentes a multiples antibiéticos incluyendo los anteriores, esto reportado por

Maderiros y O'Brien quienes descubren que la adquisicién de plasmidos en _S.

marcescens, confieren dicha resistencia (114). Los organismos fueron invariablemente
resistentes a: cefalotin, tetraciclina, penicilina, cloranfenicol. acido nalidixico. trimetropin-
sulfametaxol y algunos aminoglucdsidos de la bactena que llevaban a cabo la

resistencia antimicrobiana a los cuales la cepa habia sido previamente susceptible.

En México se ha reconocido la importancia de esta bactena nosocomial . Existen
publicaciones en las que se describen las epidemias de esta indole. La primera
epidemia de septicemia y meningitis se describio en el Hospital Manuel Gea Gonzalez
en 1987 la cual se repiti6 en 1989. La otra epidemia fue reportada en el Instituto
Naciona! de Pediatria. en la Unidad de Terapia Intensiva y Neonatologia en los meses

de Marzo a Mayo de 1988 y 1990. EI ¢ltimo brote epidémico ocumo en 1996 en el



Centro Médico Siglo XXI en los meses de Junio y Julio. La transmision intrahospitalaria
de S. _marcescens, probablemente ocurrié “via pasiva”, a través de las manos del
personal del hospital. ( 2,5, 24).

Posteriormente, se realizaron diferentes experimentos para evidenciar cual era el posible
factor de patogenicidad de la bactena. Uno de éstos estd relacionado con la
hidrofobicidad de su membrana extemna, la cual le permite al organismo adherirse a una
gran vanedad de superficies como son: el aceite, agua, sedimentos marinos, células
epiteliales, fagocitos, plasticos entre otros. Se ha sugerido que !a hidrofobicidad es
dependiente de la temperatura de incubacion, siendo menor el grado de hidrofobicidad a
temperaturas mayores de 36 °C. La hidrofobicidad en S. marcescens es un

mecanismo de supervivencia en el medio ambiente ( 9 ).

En estudios recientes se observaron las propiedades adherentes de las cepas de S.
marcescens aisladas de pacientes hospitalizados, las cuales fueron capaces de
adherirse a hidrocarburos y plasticos de poliastireno, suginendo con ello un posible
papel de la hidrofobicidad de Ia superficie celular en la de la colonizacién . También se
han sugendo que la capacidad hidrofobica de las bacterias puede ser causada por
proteinas de la superficie celular como la proteina de peso molecular de 70kDa, llamada
Serrafobina (79) .

Las proteasas y endonucleasas al parecer también juegan un pape! imporante en su
patogenicidad, de estas, una proteina de 56kDa que activa el factor Hageman y
consecuentemente la cascada Hageman-kalicreina-quinina, permite un aumento en la
permeabilidad vascular, dando como resultado la queratitis en animales de

expenmentacion. La otra proteasa estudiada es de 54kDa que parece tener efectos
extracelulares ( 44 ).

La mayoria de los estudios sobre S. marcescens han estado encaminados a la
tipificacion por diferentes métodos como: tipificacién por fagos, por bactenocinas.
antibiogramas y la serotipificacion. Sin embargo, poco se conoce acerca de los
componentes proteicos de esta bacteria y no se ha estudiado el pape! que estos juegan

durante la infeccion.  En este trabajo se propone ahondar en el conocimiento de los




componentes proteicos de S. marcescens con énfasis en las proteinas de la membrana

extema de cepas aisladas de pacientes hospitalizados durante una epidemia en el
Instituto Naciona! de Pediatria.



Il.- IDENTIFICACION.

a) Caracteristicas microbiolégicas

i).-Caracteristicas microscdpicas _

« Son bacilos Gram negativos en forma de varilla deigada con extremos redondeados.
s Moviles mediante flagelos peritricos. '
ii).-Caracteristicas macroscodpicas

» Presentan colonias grandes, lisas de bordes irregulares, opacas, ademas producen
pigmento rojo , pero pueden ser blancas 0 rosas.

+ En medio de agar sangre producen hemolisis dependiente de la temperatura.
o Condiciones de cultivo:

o pH del cultivo puede serde S5a 9.

o Temperatura de incubacion de 18 a 37°C.

Se ha reconocido a . marcescens en el laboratorio de diagnéstico
bacteriologico por la capacidad de producir un pigmento rojo. Edward y Ewing ( 120 ),
hicieron numerosos aislamientos, en los cuales comprobaron que unicamente el 27% de
dichas cepas tenian esa caracteristica. Magnuson y colaboradores ( 115 ), informaron
de aislados de esta bacteria que no producia dicho pigmento cuando se sembraban
en medios de tioglicolato, agar sangre y agar MacConkey incubadas a 37 °C, ademas

observaron que en medio liquido, presentaba una turbidez con sedimento grisaceo.

Roemisch y col. ( 89 ) demostraron que las pruebas ideales para identificar a S.

marcescens, aislada de especimenes clinicos en un laboratorio de rutina, incluyen :

pruebas bioquimicas, identificacion del serotipo, resistencia a los antibioticos, asi como
la tipificacion de bacteriocinas que pueden ser de gran utilidad, ya que presentan

vanaciones con respecto a otras cepas.

I



b) Pruebas bioquimicas

Williams ycol. (96), efectuaron las siguientes pruebas bvioquimicas y encontraron
que fueron positivas para el uso del citrato y la lisina descarboxilasa , presentaron
movilidad positiva, y la reduccion de nitratos a nitritos, ademas lician la gelatina de 24 a
48 horas, no producen indol, no manifiestan actividad de ureasa en una semana,
fermentan la dextrosa y sacarosa sin la produccion de gas. La fermentacién de la
lactosa es vanable, la prueba de rojo de metilo es negativa y las pruebas de Voges-
Proskawer y catalasa son positivas.

Wiloswske C. J. (79), hizo pruebas bioguimicas con 176 cepas de S. _marcescens

los resultados se muestran en la tabla 3, de la que se concluye que estas pruebas son
utiles para la diferenciacion de la _S. marcescens. Con respecto a otras de la Familia
de las Enterobactenas, ya que a diferencia de las otras producen Dnasa y licuan la

gelatina, no utilizan el malonato y no fermentan arabinosa. rafinosa y rhamnosa.

c) Sensibilidad a los antibiéticos

Sanders y colaboradores { 123 ), demostraron en 80 aislamientos de S. marcescens ,
la resistencia a una gran variedad de antibidticos, 19 de los 80 aislamientos,
aproximadamente un 15% fueron resistentes a cefalotina, tetraciclina, ampicilina,
estreptomicina, kanamicina, cloranfenicol, cefalosporina, sulfonamida. Posteriormente
Meer y col., encontraron que la bacteria era sensible a la amikacina, acido nalidixico y
tnmetropin.  Se ha considerado también a la gentamicina como el antibidtico de
eleccién, pero estudios recientes han demostrado que existen cepas resistentes a este
antibiotico( 1,72).
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d) Composiciéon quimica del pigmento

Se le dio el nombre de PRODIGIOSINA, a la substancia de color rojo que produce _S.
marcescens . Fue Kroft , quien aislé y caractenzd por primera vez este pigmento. El
encontré que es una substancia insoluble en agua, con una composicién quimica de 2-
metil-3 amyl-8 metoxy prodigiosina.  Posteriormente se encontrd que este pigmento
rojizo poseia propiedades antibidticas, antigénicas y antitumorales. Otras
caracteristicas observadas y referidas en varias investigaciones indican que la
“prodigiosina” es probablemente un complejo de componentes que estan intimamente
relacionados y los cuales podrian separarse en fracciones con propiedades antibidticas
(125 ).

Considerando la naturaleza antibidtica de la “prodigiosina”, ésta ha llegado a utilizarse
en el tratamiento de ciertas infecciones bacterianas. También se han reportado estudios

acerca de factores de resistencia de S. _marcescens, a diferentes antibiéticos,

Wedges y col , estudiaron en 166 cepas de _§. marcescens, Yy obsefvaron que eran
resistentes a la polimixina B, esta resistencia pudo ser transtferida a las cepas de E. coli
K12y K27 (84).

Existen publicaciones recientes acerca de la produccion de bacteriocinas por _S.
marcescens, como son la MARCICINA A y la MARCICINA B. Estas moléculas son

proteinas que producen accion letal sobre otras bacterias. La MARCICINA A es

ligeramente mas pesada que la MARCICINA B y son resistentes a la accion de la
tnpsina.

- emcmcoala . - &



e) Composicién de la membrana externa en las bacterias Gram-Negativas

En las bacterias Gram-negativas la envoltura celular es sumamente compleja por estar
compuesta de multiples capas. La membrana citoplasmatica llamada asi en las
bactenas Gram positivas, denominada membrana intema en las bacterias Gram
negativas; esta ultima se encuentra rodeada por una capa laminar sencilla de
peptidoglucano a la cual esta anclada una capa compleja llamada membrana extema .
También existe una cdpsula vanable en composicion que rodea al conjunto. El espacio
que se encuentra entre ambas membranas se denomina espacio perplasmico. La
membrana extema es una estructura de dos capas: una hoja externa contiene un
componente unico ademas de los fosfolipidos. Se trata de! lipopolisacando 6 LPS y
una hoja intema de fosfolipidos y prcteinas. Como resultado las hojas de esta
membrana son asimeétricas y las propiedades de esta bicapa difieren considerablemente
de la membrana intema. La figura 2 muestra las diferencias que existen entre las

membranas de las bacternias Gram positivas y Gram negativas.

La membrana extema es un mosaico que contiene un conjunto de proteinas
especificas empotradas en una matnz de fosfolipidos (como se muestra en fa figura 2) ,
esta membrana impide la pérdida de las proteinas periplasmicas y protege a las células
de la accion de las sales biliares y de las enzimas hidroliticas del huésped .

Existen proteinas mayores que se encuentran en la membrana extema denominadas de
acuerdo a los genes que las codifican y han sido clasificadas en vanas categorias
funcionales basandose en las bactenas mutantes que carecen de ellas. Un ejemplo de
ello son las porinas que se encuentran en la matnz como son: OmpC, OmpD, OmpE,
OmpF, de E. colii S. typhimunum. En S. marcescens. se han encontrado algunas

de ellas, las cuales son proteinas tnméricas que penetran ambas superficies de la
membrana extema.

Las proteinas forman poros que permiten la libre difusion de pequenos solutos

hidrofilicos a través de esta membrana. Existen también otras proteinas que sirven
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como receptores de bacteriéfagos y otras que ayudan en el anclaje de la membrana

externa a la capa de peptidoglucano y son también receptoras del pili sexual.

La membrana exterior también contiene proteinas pero en menor cantidad lamadas
proteinas menores, algunas de las cuales participan en el transporte de pequenas
moléculas especificas. Al igual que otros organismos entéricos donde se han

estudiado las caracteristicas antigénicas, S. marcescens, poseen ef antigeno “O" en la

superficie del soma bacteriano y el antigeno “H” el cual participa en la moviiidad de la
bacteria. En investigaciones recientes, se ha encontrado que el antigeno “O", esta
compuesto por una senie de polisacaridos al igual que en otras Enterobacterias (6, 7 ).
En la figura 1 se observa una Enterobactena tipica., 1a figura 2 muestra las diferencias
que existen entre la membrana citoplasmatica de las bacterias Gram positivas y las
bactenas Gram negativas. La figura 3 muestra la organizacion molecular de la
membrana externa de las bactenas Gram negativas.
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l. CLASIFICACION

La bacteria S. marcescens, es un bacilo Gram negativo, aerobio perteneciente a ia

Familia Enterobacteriaceae, Tribu Klebsiella, Genero Serratia. La taxonomia de

este género ha sido muy confusa. Cerca de 42 especies han sido asociadas al género
Serratia sp desde 1903, en que Hefferan clasifico a este género basandose en que el
organismo producia pigmento rojo.

En 1971 Bascomb y col. , transfineron @ Enterobacter liquefasciens, al género

Serratia . Los ultimos trabajos efectuados sobre la taxonomia de esté género los han
realizado Gnmont y Grimont en 1977 . Ellos llevaron a cabo estudios ccmparativos con
otros grupos, sometiendo las diferentes cepas a pruebas especificas como las que se
muestran en el Cuadro 1. Posteriormente se hizo la separacién de las especies de
Serratia , Cuadro No .2, realizandose a la vez pruebas de crecimiento en diferentes
medios y temperaturas (115).

Asi tenemos la siguiente clasificacion:

¢ Serratia marcescens

o Serratia plymuthica

o Serratia mannorubra o rubidaea

o Serratia liquefasciens

Tres de estas enterobacterias produjeron el color rojo llamado “Prodigiosina™

e Serratia marcescens

e Serratia plymutica

e Serratia rubidaea




S. _liquefasciens , fue identificada por producir un pigmento rojo de menor intensidad.
También se identificaron cepas de S. _marcescens , que no produjeron el pigmento
rojo y que son generalmente diferenciadas de las cepas pigmentadas por otras

caractaristicas.
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CUADRO 1

Diferenciacion del Género Serratia de otros grupos.

Fuente de utilizacién del

carbono

1. L-rhamnosa

2. D-glucosamina

3. D-glucuronato

4. Maltosa

5. Ly D-alanina

6. Capnilato

7. 4-aminobutirato

8. L-prolina

9 L-tirosina

10. Pigmento amanillo

11, Prueba del

gluconato

12. Prueba del

iodoacetato

G e n e ro s

Serratia Erwinia Enterobacter Klebsiella

+
+ 6 +
(+)
+ 6 +
(+)

+ +
+ 6 Vv
(+)

+
+ 6 (+
(+) )

+ +
+ 0
(+) —

+

+

+ +

+ +
v —
+ +
+ +
(+) +
V) v)
+ +
— (+)
v —
- +
(+) (+)
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Fuente de utilizacidn

del Serr Erwini Enterobac Klebsie
carbono atia a tor ila
13. Arginina +

descarboxilasa

14, Hidrélisis de la + _ —

gelatina —-

15.Hidrélisis de la + 6 _ —

tributirina (+) .

16. Dnasa + O — —
(+) —

17. Hidrdlisis de la
pectina

1. + :90% de las cepas probadas tuvieron una reaccion rapida
2. (+) :90% de las cepas tuvieron una reaccion tardia

3. - :menosdel 10% de las cepas probadas tuvieron una reaccién tardia.



CUADRO 2

CARACTERISTICAS DIFERENCIALES DE LAS ESPECIES DE
SERRATIA

Fuente de utilizacion de carbono marcescens marinorubra liquefasciens plymuthica

1. L-arabinosa _ _ + + +
2. D-arabitol _ + . _
3. adonitol + + — —
4. D-xilosa _ + (+) +
5. mucato . + _ v
6. D-sorbitol + _ + v
7. Celobiosa _ + (+) +
8. lactosa . + v (+)
9. melobiosa _ + + +
10.rafinosa B . R +
11.aconitato i + (+) _ , Vv
12.propionato (+) . _ V)
13 B-alanina (+) _ (V) V)




14 Produccién de pigmento rojo
15.Crecimiento a 5 °C
16.Crecimiento a3 40 °C
17.Crecimiento en NaCl 8.5%

18.Reduccion del tetrationato

e . e ——. — ——— . —



VI.  HIPOTESIS

Las proteinas de la membrana externa de Serratia marcescens, estan asociadas ala

patogenicidad de esta bacterias.



V. OBJETIVOS

Obijetivo general

Caractenizar las proteinas de membrana externa (PME) en dos cepas de S.

marcescens , aisladas de infecciones nosocomiales.

Obijetivos particutares

a) Estudiar y comparar el perfil proteico por electroforésis de S_ marcescens
dependiente de la temperatura de crecimiento a 30 y 37 °C .

b) ldentificar los antigenos de la membrana extema de esta bacteria por el
método de inmunoelectrotransferencia.

c) Determinar la presencia de anticuerpos anti-PME por la técnica de ELISA



VI. MATERIALY METODOS.

MATERIAL:

1. Dos cepas de _S. marcescens, aisladas de pacientes hospitalizados en el Instituto
Nacional de Pediatria donadas por el Dr.Rafael Garcia.

1.2 Se utilizaron 4 conejos de Nueva Zelanda para la obtencion del sueros Anti-PME,

asi como ratones Balb C, un lote de 10 ratones por cada cepa .

1. Métodos bacteriolégicos

1.1 Cepas bacterianas utilizadas

Cepas Tiempo de Temperatu Fuen Qr
Crecimiento fa te ig

en

o 62-8- 8 horas 30 y 37°C LCR IN
88 ' p?
o 112- 8 horas 30 y 37°C HMO IN
HV-88 c? p?

Extraida de liquido cefaloraquideo
2 Extraida de hemocultivo

3. INP- Instituto Nacional de Pediatria.



1.2 Cultivo de bacterias

Las bactenas se cultivaron en agar soya tripticasa, e incubadas a las temperaturas de
30y 37°C, y cada mes se hacian pases para conservar viables a las bacterias, después
de su crecimiento se mantenian en refrigeracion, y de ahi se iban tomando colonias de
la bactena, para los estudios posteriores .

Las bactenas empleadas en la obtencién de las PME fusron crecidas durante 8 horas a
30 y 37°C, utilizando el medio de cultivo de caldo soya tripticasa. Posteriormente las
bactenas se cosecharon en fase de crecimiento logaritmico por centrifugaciéon a 4500
r.p.m. durante 15 minutos a 5°C . La pastilla bacteriana se resuspendié en amortiguador
Hepes 0.01M a un pH= 7.2, se hicieron alicuotas para congelarse para su postenor
utilizacién,

2. Aislamiento do las proteinas do |a membrana extorna (PME) do Serratia

marcescens

Para la a obtencion de las PME de S. marcescens, de las cepas (62-8&-88y
112-HV-88), estas se incubaron a las temperaturas de 30 y 37°C, su extraccién se
realizé de acuerdo a los métodos de Schnaitman y Filip . Para ello, las bacterias
cosechadas en fase logaritmica se ajustaron a una densidad optica de 1.0 leidas a
660nm en un espectrofotdmetro. Después de este paso se procedioé al rompimiento de
las células mediante sonicacion a 120W por un periodo de 2 minutos dando tres
pulsaciones cada 30 segundos en bafo de hielo (Lab.line labsonic system) hasta
disminuir la absorbancia a 0.3. Para eliminar las bactenas enteras de la suspension
sonicada, ésta se centnfugé a 7000 xg durante 15 min. E| sobrenadante de el
sedimento que corresponde a la envoltura celular se centrifugd a 200,000 xg durante
45 min., a 4°C (L8 60 ultracentrifuge Beckman Instruments Inc.), Ia envoltura celular se
solubilizé con Tritén X-100 al 2% en Hepes 001 M pH 7.4. La fraccién insoluble en

Tnton  X-100 (membrana extema y peptidoglucano), se sedimenté por

R e ] w mte | @ @y @b
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ultracentrifugacién en las condiciones antes mencionadas, para lograr la extracciéon de
las PME se resuspendié en Tris-HCI pH 7.2 que contenia Triton X-100 al 2% y S5mM de
EDTA, anadiéndose Mg; en forma de MgCl, para proteger a las PME de la
solubilizacidon, se incubd durante 10 min, a 37°C. Las PME se recuperaron en el
sobrenadante y se mantuvieron a -70°C , hasta que se utilizaron. El mismo
procedimiento se utilizé por el método de Filip excepto que aqui se utilizdé el detergente
Sarkosyl al 2% ( launl sarcosinato de sodio), sin necesidad de agregar MgCl; donde
observamos que es mejor este método ya que no solubiliza a las PME obteniéndose
intactas (10,57,97).

2.1 Numero de bacterias utilizadas para Inmunizar conefos

Para calcular el numero de bacterias que se utilizaron para inmunizar a los
animales, se realiz6 la comparacién con el Tubo 3 de MacFarland con el extracto de
PME observando la turbidez y leidas en un nefeldmetro .

Normas de Sulfato de Baﬁo del Nefelémetro de McFarand:

|. Proposito:

1.1 Permite medir la turbidez de un liquido o efectuar el recuento bacteriano de una
suspension,

1.2 Preparacion de los reactivos.

Preparar soluciones al 1% de cloruro de bario acuoso y acido sulfarico acuoso al
1%.

Agregar las cantidades indicadas en el siguiente cuadro , a tubos que tengan la misma
medida de didmetro y tamario, los cuales deben de estar limpios y secos para se

usados en determinaciones subsiguientes (31).



PREPARACION DE ESTANDAR DE SULFATO DE BARIO
EN EL NEFELOMETRO DE McFARLAND

~ tubo cloruro de
1%mL
0.1
0.2
0.3
04

- 05
0.6
0.7
08
09
1.0

O 0 N O O A W N -

—h
o

bario &cido sulfirico densidad de bacterias que corresponden

1%mL
9.9
98
9.7
9.6
9.5
9.4
9.3
9.2
9.1
9.0

2.2 Cuantificaclén de proteinas

aprox. a millones/mL
300

600

900* ( fue el utilizado)
1,200

1,500

1,800

2,100

2,400

2,700

3,000

La cuantificacion del contenido de PME obtenidas por el método de Schnaitman, se

realizd por el método de Lowry y col. Este método consiste en hacer reaccionar a las

proteinas ‘con el cobre en medio alcalino, en el cual se forma un complejo colorido cuya

intensidad se incrementa al agregarse el reactivo Folin-Ciocalteau. Como proteina de

referencia se empleo albumina sérica bovina (Sigma Co) (61 ).

2.3 Obtencién de sueros policlonales Anti-PME en conejos

Con el objeto de obtener anticuerpos anti-PME se inmunizaron 4 conejos de Nueva

Zelanda de aproximadamente 2.5 Kg., de peso y de 3 meses de edad.. Estos animales

(4) fueron inmunizados dos veces por semana (Lunes y Viernes) durante un mes con el



extracto crudo que contenia las bacterias incubadas a 30 y 37°C. Se utilizé un conejo
por cada cepa y por cada temperatura. (2 para la cepa 62-&-88 incubada a 30 y 37°C),
y (2 paralacepa 112-HV-88 incubada a 30 y 37°C )., como se sefiala en el esquema de

inmunizaciones.

ESQUEMA DE INMUNIZACION

Lunes iemes
05-05 ml * 0.25 ml.
0.75 ml. 1.0 ml
15 ml 20 ml

*.0.5ml-0.5ml (refuerzo).

* Se dejaron descansar una semana sangrando del viemes.

e Seinmunizé vol/vol. de muestra y adyuvante incompleto de Freud.

Las inmunizaciones se llevaron a cabo en diferentes partes del lomo utilizando
pequenas cantidades de la muestra. Estas partes del cuerpo del conejo fueron
previamente rasuradas y limpiadas escrupulosamente. Los animales fueron
inmunizados dos veces por semana las dosis se aplicaron via subcutanea . A la
semana siguiente de la ultima inmunizacion los animales se sangraron por uncion
intracardiaca, obteniéndose aproximadamente 20 ml. de suero por conejo. Esfe se
alicuoto y se almaceno6 en congelacion hasta uso. A la semana siguiente, los animales
recibieron un refuerzo en las mismas condiciones que la pnmera inmunizacion,

volviéndose a sangrar a blanco a los ocho dias.



Sueros humanos:

Se obtuvieron sueros provenientes de enfermos hospitalizados en el INP. Los pacientes
presentaban infecciones de diversos tipos, se utilizaron 11 sueros de enfermos. Como
controles se utilizaron 4 provenientes de voluntarios (sanos).

3. Métodos analiticos

3.1 Separacién de las PME de S. marcescens por electroforesis en geles de
pollacrilamida con dodecil sulfato de sodio.

La separacién de los extractos antigénicos por peso molecular se realizd por
electroforesis en geles homogéneos de poliacrilamida al 10% con dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) se sigui6 en términos generales el método descrito originalmente por
Laemmli en 1970 ( 92 ). Se utilizé un equipo Mini-Protean Il Electrophoresis Cell (Bio-
Rad*®). Las proteinas se separaron a un voltaje constante de 100 volts durante
aproximadamente dos horas con una fuente de poder Bio-Rad Modelo 200/2.0. Se usé
amonrtiguador de commiento constituido por 0.025 M, Trizma-base (Tris hidroximetil
aminometano), 0.192M de glicina y dodecil sulfato de sodio (SDS) al 0.1%, pH 8.3. Las
muestras fueron preparadas separadamente en una dilucién 1:1 en un amortiguador
constituido por 3.125 ml, de Trizma-base 1 M, pH 6.8, 5 ml, de glicerol, 1.25 ml, de
SDS al 10% , 2.5 ml de & mercaptoetanol, 2.5 mg de azul de bromofenol y agua
desionizada para aforar a 25 ml y se sometieron junto con los marcadores de pesos
moleculares a ebullicion en baflo maria durante 5 minutos. También se hicieron
commientos sin poner a ebullicion la muestra .  10-15 ug de proteina fueron cargados
por carril. Los marcadores de peso molecular utilizados tenian un rango de 19,400 a
105,000 Da (Bio-Rad). Después de la electroforesis, el gel fue tefido con azul de
Coomassie R-250 (Sigma).

* Todos los reactivos y equipos de Bio-Rad provienen de Bio-Rad Laboratories,
Hércules, CA. USA.



3.2 Tincién de 'Ios geles de poliacrilamida

La tincion del los geles se llevd a cabo durante 2 horas en una solucion de Azul
de Coomasie (Sigma Co, USA)) y la solucién para destefiir se preparé como sigue. se
uso metanot al 30%, acido acético al 10% y 600 mL de agua destilada. El exceso de
colorante se removi6 con varios cambios con la solucién para destedir geles hasta que
pudieron observarse las bandas de proteinas.

3.3 Electroinmunotransferencia de las proteinas a papel de nitrocelulosa e
inmunodetecclén

Para determinar la presencia de anticuerpos en contra de extractos antigénicos
se utilizaron sueros provenientes de pacientes del hospital (INP)y de los obtenidos
en los conejos inmunizados, la reactividad de los sueros se estudid por
inmunoelectrotransferencia, siguiendo en términos generales fos lineamientos descritos
por Towbin en 1979 ( 67 ); una vez realizada la corrida electroforética, el gel se
transfind en papel de nitrocelulosa con poro 0.45 um (Bio-Rad). La transferencia se hizo
en un aparato Mini Trans-Blot Cell (Bio-Rad) con voltaje constante de 100 volts durante
60 min. con amortiguador de transferencia constituido por Tns-Base 0.025 M. glicina
0.192 M y metanol 20%, pH 8.3. Después de conciuida la transferencia, el papel de
nitrocelulosa se bloqueé con albumina al 3% en PBS durante 2 horas a 4 °C, se agrego
el suero de referencia en dilucién 1:200 y se incubé toda la noche a 4 *C con agitacion
ligera. Se realizaron 3 lavados con PBS-Tween 20 al 0.1% y posteriormente se coloco
el conjugado anti-lgG de conejo obtenido en cabra unidc a peroxidasa (Sigma) en
dilucion 1:2000 durante 2 horas a temperatura ambiente en obscuridad. Se realizaron
otros tres lavados y se colocé como sustrato una solucion de Tns HCI-NaCl 10mMy
0.14 mM respectivamente pH 7.5 (85 mi )y 4 cloro 1 naftol. 51 mg en 1.7 ml de
metano! (1.7 ml), con 5 ul. de peroxido de hidrégeno al 30%. La reaccidon se detuvo con

agua destifada. A fin de venficar la transferencia de las proteinas, se cortaron dos



tiras de papel de nitrocelulosa, una tenia los pesos moleculares (marcadores) y otra una
muestra de las proteinas problema, las tiras se tifieron con 5mL de solucion de negro de
amido al 0.1%, con ligera agitacion. Cuando las bandas fueron evidentes
(aproximadamente 5 minutos), se removio el exceso de colorante con solucion de
metanol al 15% y acido acético al 10% en agua destilada, durante 15 minutos en
agitacion. Después de secar las tiras a temperatura ambiente se comparé con el perfil
electroforético de las tiras del gel con el propésito de evaluar la transferencia.

3.4 Ensayo inmunoenzimético: ELISA

Para comprobar |la presencia de anticuerpos en contra de las proteinas de
membrana extema en los sueros de los conejos inmunizados con la bacteria entera, se
empled el método de ELISA. Se utilizaron placas para microtitulacion de poliestireno de
86 pozos (Inmulon Y Dynatech, Labs Inc.),los cuales fueron recubiertos con 50ul., del
extracto de PME, en amortiguador de carbonatos, durante toda la noche a 4°C.
Posteriormente, las placas se lavaron dos veces con PBS-Tween 20, los pozos se
bloquearon con una solucibn de albumina sérica bovina al 0.5% por una hora a
temperatura ambiente. Después de esto se agregaron 100ul de las diluciones del
antisuero hechas en PBS-Tween, incubandose por una hora a 37°C. Después de este
tiempo se lavaron cuatro veces con PBS-Tween y se afadieron 100ul, de la dilucién
dptima del conjugado anti-inmunoglobulinas de conejo conjugadas a peroxidasa (Sigma,
Co.). La placa se incub6 durante 1.5 horas a 37 °C y posteriormente se lavé tres veces
con la solucién de PBS-Tween. La peroxidasa se reveld por adicidn de 100ul de la
solucion de sustrato (o-fenilendiamina, H;0O; al 3% en amortiguador de citratos pH 5.0 y
a los 20 minutos, se detiene la reaccién con 30 uL. de acido suifurico 2.5M. Las placas
se leyeron a 490 nm, en un lector de Elisa (Behering, Germany ).



Cuadro 3:

Titulos de Anticuerpos en conejos inmunizados con S. Marcescens
(62 -8-88y 112-HV-88) cuantificados por ELISA

Promedio de Densidad Optica 490

Suero de 1° Semana 2° Semana 3° Semana
conejos

Nomales (1) 0.110 0.102 0.092
Nommales (1) 0.096 0.087 0.083
Inmunizado

62- & - 88 0.680 0.673 0.575
30°C

62- & - 88 0.686 0.670 0.588
aze°C

112- HV -88 0.710 0.690 0.636
30°C

112- HV -88 0.696 0.685 0.633
37°C

* Normales (no infectados)



3.5 Determinacién del criterio de positividad en la prueba de ELISA

E! criterio de positividad de una muestra individual se determin6 cuando su valor
de absorbancia fue igual o mayor al punto de corte del ensayo. El punto de corte se
obtuvo al sumar la media mas tres veces la desviacion estandar de los valores de
absorbancia en los controles.

3.6 Vaerificacion de la hemalisis

Con el fin de determinar el tipo de hemdlisis que producen las cepas
mencionadas anteriormente, estas fueron crecidas de medio de agar sangre de camero
y en agar sangre de humano (tipo A), fueron incubadas a temperaturas de 30 y 37°C.
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Valores de absorbancia, en ELISA, de sueros de conejos
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VIl. RESULTADOS.

1. Obtencidn de anticuerpos en animales infectados con S.marcescens.

1.1 Susceptibilidad de los animales a la infeccion:

La infeccion fue provocada tanto en ratones como en conejos de Nueva Zelanda. En
el inicio de los experimentos se utilizaron conejos machos, pero se observé que estos no
resistian a la infeccion, ya que morfan ala semana, semanay media. El experimento
se repitié vanas veces observandose el mismo fenémeno. Se decidié entonces utilizar
conejos hembras de 2.5 a 3 Kg. de peso, en las cuales se realizaron todos los
experimentos ya que resistieron bastante bien la infeccién por S. marcescens., sin
embargo se observa que después de varias inmunizaciones su conducta cambiaba
volviendose muy agresivas. La dosis de bactena no letal se establecid probando
diferentes dosis hasta llegar a la que utilizamos que fue la comparada con el Tubo No.3
de McFarland. . Al igual que los conejos, los ratones hembras Balb C fueron mas
resistentes a la infeccién y también presentaron diferencias en la conducta ya después

de vanas inmunizaciones estos presentaban canibalismo

1.2 Andlisis electroforético de las PME de S. marcescens

El andlisis de PME, se realizd por electroforesis en geles de poliacrilamida en
gradiente continuo 10/,8% . Con el proposito de estandarizar la electroforesis se

probaron commientos con diferentes tamarios de geles y concentraciones de proteinas.



En los perfiles electroforéticos se detectaron aproximadamente 12 bandas de proteinas
para ambas cepas incubadas a las diferentes temperaturas (30 y 37°C). Aparentemente
no se observo ninguna diferencia entre ellas. las cepa.  Algunas de las bandas se
observan fuertemente mientras que otras se ven muy tenues. Se observd que estas

bandas ds proteinas se encontraban entre los rangos de pesos moleculares de 25 a
75kDa.

La figura No. 4 muestra el gel donde se utilizaron 20 ug. de PME, donde se pueden
observar perfectamente las bandas, esto mismo fue observado en geles de mayor
famafio como lo muestra la Figura No.5, donde se utilizaron 50ug, de las muestras
problema obteniéndose el mismo resultado que en los geles pequefios para venficar lo
anterior y como se sabe es un sistema de alta resolucion Phast-Gel , Figura 6 donde
se utilizaron 3ug. de PME, es un sistema rapido de realizar y no se gasta mucho
material, confirmando los resultados obtenidos en los expenmaentos anteriores.

También pudimos observar que cuando se ponian a calentar las muestras podia
observarse que una banda de peso molecular de aproximadamente de 45kDa se dividia
en otras dos bandas, esto 1o pudimos corroborar no calentando dichas muestras donde

solo se observaba con mayor densidad dicha banda (no se anexa figura).

1.3 Reconocimiento de las PME de S. marcescens por
inmunoelectrotransferencia con sueros de conejos y de pacientes
hospitalizados.

a) Después de realizar la separacién de las bandas proteinicas de la muestra
problema por PAGE- SDS, de gradiente continuo, se realizé Ia transferencia de las
proteinas a papel de nitrocelulosa. Posteriormente el papel fue secado y dividido en
tiras e incubado con los diferentes sueros de pacientes hospitalizados. Observéandose
que con la dilucién 1:100 se obtuvo un mejor patréon de reconocimiento. Como se
observa en la Figura 6, los sueros de los enfermos reconocen las mismas bandas de
PME con los extractos obtenidos a 30 y 37°C, los cariles 1 a 6 y 8 a 11. Basicamente
los sueros reconocieron 3 bandas de 45, 18 y 71 kDa. La banda el camil 7 muestra los

pesos moleculares utilizados tedidos con azul de Coomassie con el fin de observar en



que rango se encontraban dichas bandas. Los sueros de los voluntarios no

reconocieron ninguna banda de las PME (resultado no mostrado).

b) Los sueros hiperimunes de los conejos incubados con el extracto de las PME
incubadas a 30 y 37°C, utilizamos las mismas diluciones que en los sueros de los
enfermos de 1:100 y 1:200, dando un mejor resultado la primera dilucion.
Observandose que, reconocen las mismas cuatro bandas de proteinas una con mayor
intensidad como la de 45kDa, y otras con menor intensidad como las de 71, 28 y 18
kDa,. al igual que en los sueros humanos se puede observar que reconocen la banda
de 45kDa. Como lo muestra la Figura 8 enlos carriles 1y 2 , las PME de la cepa de
62-&-88 incubada a 30°C y el carril 3 y 4 la misma cepa pero incubada a 37°C., los
carriles 5 y 8 muestran las PME de la cepa 112-HV-88 incubada a 30°C y los camles 7y
8 la misma cepa pero incubada a 37°C. donde se observa el mismo reconocimiento de
bandas de proteinas para ambas temperaturas.

c) La posibilidad de adsorcion inespecifica del conjugado se descartd ya que el papel
de nitrocelulosa sin el suero no presento bandas de reaccidn. También se hizo la
incubacion del papel de nitrocelulosa con sueros de conejos no infectados (normales),
donde no se observé ningun reconocimiento de las PME.

1.4 Reconocimiento de anticuerpos por el método de ELISA.

Para probar la especificidad del analisis inmunoenzimatico se utilizaron sueros de
conejos no infectados (sanos) y los sueros de los conejos inmunizados con la bacteria.
Se observd que los sueros de los conejos inmunizados dieron valores promedios de
0.936, 0.986, 0.985 y 0.998 de absorbancia y los sueros de los conejos sanos dieron
promedios de 0.112 y 0.110. En los ensayos postenores se obtuvo una disminucién de
la densidad éptica, con respecto a los primeros valores, esto puede deberse a que se

congelaban y descongelaban un minimo de 6 veces. Ver Tabla No. 4.



1.5 Hemolisis

puesto que en S. marcescens produce hemdlisis se verificé la capacidad hemolitica
de estas dos cepas. Se observé que a la temperatura de 30°C se aparece un halo
transparente dando como resultado una beta hemélisis ( hemélisis total, como la que
se observa en el Grupo de Estreptococos baeta hemoliticos) y que va aumentando a
medida que baja la temperatura., sin embargo cuando las cepas fueron incubadas a
37°C se observé que la hemélisis disminuye presentandose una alfa hemdlisis donde

puede verse un halo verdoso (hemélisis parcial ).  Esto se observé en ambos tipos de
sangre utilizados.
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"ELECTROFORESIS REALIZADA POR PAGE-SDS.
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CARRIL 3: MARCADORES MOLECULARES



FIG. No. 6
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Vill. DISCUSION

En los ultimos afos, las proteinas de membrana externa de las bacterias Gram
negativas han sido objeto de numerosos estudios encaminados a determinar el papel
que estos juegan en la relacidn huésped-parasito. Los estudios de la composicién
quimica de la estructura y funcion de la membrana externa se iniciaron a finales de la
década de los sesenta (1968) cuando por primera vez Miura y Mizushina lograron
separar la membrana citoplasmica de la membrana extema en E. coli. El analisis de
ésta membrana demostré que la composicidon quimica de estas dos membranas era
diferente. Ellos observaron que la membrana citoplasmica ( membrana intemna en los
microorganismos Gram negativos), estaba compuesta de fosfolipidos y proteinas y la
membrana externa ademdas de estos compuestos contenla el lipopolisacarido un
componente especificc de las bacterias Gram negativas y que se localiza
exclusivamente en la membrana externa. Estos estudios demostraron que su
composicidn y funcién eran totalmente diferente. Los trabajos que siguieron a los de
Miura y Mizushina (27), estaban encaminados a estudiar con mayor detalle la
estructura de la membrana externa. En 1969, Braum y Rehn reportaron la presencia de
una proteina de haturaleza lipoproteica en la membrana externa da E. coli, la cual se
encontraba unida covalentemente a la capa de péptidos (49). En 1970, Schnaitman
estudié el patrén electroforético en PAGE- SDS de las PME en E. coli, encontrando
una banda proteica principal de 40kDa, que constituia el 70% de las proteinas totales
de la membrana y demostrd que la misma banda proteica estaba constituida por 4
proteinas diferentes a las que nombré 1a, 1b, 3a y 3b. Por este mismo método
nosotros encontramos una banda proteica de aproximadamente 45kDa parecida a la
que describe Schnaitman . Estas mismas proteinas fueron estudiadas por diferentes
investigadores (Inouye en 1973, Bragg 1972, Henning en 1976, Mizushina en 1975 y
Lugtemberg en1975) y cada uno de ellos las han denominado en forma diferente de
acuerdo a su criterio ( 37,40). Todo esto motivo a Rienzo, Nakamura e Inouye en
1978 a proponer un sistema de nomenclatura unico que consistié en definir en base a su

composicion quimica y a su movilidad electroforética en PAGE- SDS.  Asi, las 4
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proteinas descnta por Schnaitman constituyeron el grupo de proteinas principales de la
membrana externa de E. coli . ( 94). En 1980, Osborn y Wu reclasificaron estas
proteinas en 3 grupos difcrentes en base a su estructura y funcion como sigue: 1).
Proteinas matrices o porinas, 2). Proteinas modificables por el calor, y 3). Lipoproteina
de Braum. Nakae y Nikaido en 1975 demostraron que la funcién de estas proteinas era
la de formar poros de difusion pasiva a la que denominaron porinas y a la proteina
modificable por el calor Rienzo, Nakamura e Inouye la nombraron TolG (1978), esto se
debe a que al separarla por PAGE - SDS, se modificaba su peso molecular., esto lo
pudimos observar en este trabajo con S. _marcescens, donde poniamos a calentar las
muestras problema y veiamos que una proteina podia dividirse en otras como fue la que
esta dentro del rango do 45kDa. Se sabe que osta proteina actua como receptora de
fagos y colicinias, ademas se le ha relacionado con procesos de conjugacion
bacteriana., que bien podria tener este mismo papel en S. marcescens.  Hirashina y
Col, (1973) demostraron que l!a lipoproteina unida covalentemente a la capa de

peptidoglucano también podia encontrarse libre on la membranade E. _coli, Osbomny

Wu (1980) propusieron que la funcién de esta lipoproteina era mantaner la integridad
estructural y fa funcién de la membrana. Junto a este grupo de proteinas principales se
encuentran en membrana externa 10 proteinas menores llamadas asi por estar en

menor cantidad (99). En S. marcescens, pudieran ser estas proteinas las cuales se

pueden ver mas tenues que otras, tal vez por encontrarse en manor cantidad como (0
mencionas los autores anteriores. Estas proteinas pueden funcionar como
acarreadoras, receptoras de fagos y colicinas y se han relacionado con Ia replicacion
del DNA. y en la divisién celular.

En los ultimos afos varios grupos de investigadores han enfocado sus estudios hacia
los componentes de las proteinas de la membrana extema a fin de dilucidar su
participacion en la relacion huésped - parasito, puesto que se considera que por su
localizacion, son elementos de patogenicidad. Como resultado de algunas
investigaciones se han asociado estas proteinas, con fenémenos de adhesion e
invasion bacteriana como se observd en S. marcescens, que puede adherirse a
diferentes superficies , los mismo puede ocurr en el humano y asi provocar infecciones
graves. También han sido relacionadas con la resistencia que presentan ciertas

bacterias al efecto bactencida dei suero humano normal.



Lambden y col, en (19793) asociaron una proteina de la membrana externa de

Neissaria gonorrhoeae (proteina Il ) con la adherencia de esta bacteria a células
epiteliales bucales demostrando que este fendmeno era independiente de la presencia
de pilis y a las fimbnas de algunas bacterias (63 ) . Postenormente Buchanan y col. en
el mismo ano propusieron que la fosfolipasa A , (la unica proteina que se ha
demostrado que tiene actividad enzimatica), tenia actividad invasiva (98 ). Hilderbranty
col., asociaron la resistencia que presentaban algunas cepas de N. gonomhoeae al
efecto bactericida del suero humano normal, con una proteina de la membrana extema.
Ellos encontraron que las cepas de esta bactena producian infecciones gonocécica
diseminada. Resultados semejantes fueron obtenidos por Moll y col. en 1980, ellos
encontraron que una nueva proteina de la membrana externa en cepas de E. _coli, eran
resistentes a la accién bactericida del suero, esto podria presentarse también en S.
marcescens , por pertenecer al grupo de las Enterobacterias bien podria presentar el
mismo resultado, pero para comprobario tendriamos que realizar mayores estudios,
como lo que se observé de que esta proteina era codificada por un plasmido
relacionado con la rasistencia a los antibidticos (108 ). Esto también podria observarse
en S. marcescens, debido al problema que presenta por su alta resistencia a los
antibiéticos, también codificada por plasmidos.

Los estudios de Moll y col. sugirieron que estas protelnas podrian proteger a las
bactenas de diferentes formas ya sea cubriendo sus superficies antigénicas de tal
forma que los componentes de la membrana no puedan reaccionar con los anticuarpos
para fijar complemento o bien cubriendo al porcion de la molécula de LPS responsable
de la activaciéon del complemanto por la via altema (99).

A pesar de todos estos trabajos relacionados a las proteina de la membrana extema aun
no se tienen suficientes conocimientos en cuanto a su patogenicidad . Frasch,
Buchanan y Arko, fueron los primeros en estudiar la efectividad de estas proteinas como
inmunogenos protectores . En sus trabajos demostraron que el antigeno capaz de
inducir proteccion especifica contra la uretntis gonocécica en chimpancés, se

encontraba en la membrana externa. Posteriormente evidenciaron que las proteinas de



esta membrana eran las que le conferian proteccién especifica en cobayos a los que se
habia inducido una infeccién gonocécica experimental. (64 ).

En S. marcescens, también podrian tratarse de inmunogenos las proteinas reconocidas

tanto con los sueros de los pacientes, como con los conejos infectados por Ia bacteria.

Frasch y col. ( 110y 111 ), encontraron que las proteinas de Neisserna _meningitidis,

grupo B eran buenos inmunégenos cuando se inoculaban a conejos, ya que inducian la
producciéon de altos titulos de anticuerpos, esto lo pudimos observar en nuestros
experimentos donde por el método de ELISA, vimos la produccién aita de anticuerpos
que podrian corresponder a los de estos investigadores. En estudios posterores
haciendo una separaciéon de las diferentes proteinas, encontraron que la proteina |
(proteina principal de la membrana externa) de esta bacteria era capaz de inducir
proteccion en cobayos infectados experimentalmente con dicha bacteria. (108).

Resultados similares han sido encontrados en estudios con otras bacterias como , S.
typhimurium, por Kussi y col ( 141 ) ,demostrando que los anticuerpos producidos

contra sus porinas protegian a los ratones contra una salmonelosis murina.

Adamus y col, en 1980 reportaron que la inmunizacién activa con proteinas de la

membrana externa de Shigella_flexner y Shigella_ sonnei , protegian a los conejos de la
queratoconjuntivitis shigellosa. ( 112).

En México, Hemandez, Isibasi y Kumate encontraron que las proteinas de la membrana

extemma de . thypi protegian alos ratones contra la exposicidn a la bacteria.

Debido al problema de brotes epidémicos y como causa de una gran variedad de
infecciones, en anos recientes S. marcescens, se ha convertido en un patégeno
oportunista de gran importancia, esto se debe a las infecciones graves que puede
causar cuando las defensas del huésped estan alteradas. La mayoria de los estudios
han estado dirigidos a la identificacién de varnos serotipos de Serratia sp, se ha
encontrado que posee 24 antigenos “O" diferentes y 26 antigenos flagelares (6 ,41).
También se han realizado tipificaciones por fagos, bacteriocinas y resistencia a los

antibioticos.  Sin embargo poco se conoce acerca de !os componentes antigénicos de



su membrana extema, asi como la relacion que tienen en su patogenicidad. En este
trabajo nosotros pudimos observar los componentes antigénicos en las PME, que bien
podrian utiizarse para el diagnostico de futuras enfermedades. Ya que nuestros
resultados fueron de gran importancia al trabajar con sueros de pacientes enfermos
como con sueros de congjos infectados con la bacteria entera y su reconocimiento de
algunas bandas del extracto de PME, que podrian en un futuro servir como extractos de
deteccion temprana de infacciones por esta bacteria.

Por lo anteriormente descrito y debido a la creciente importancia de S. marcescens

como agente causal de infecciones Intrahospitalarias, en este trabajo nos hemos
enfocado a estudiar las PME.

Un primer paso en nuestra investigacion fue analizar la composicién antigénica de las
PME de esta bacteria en las cepas. 62-&-88 y 112-HV-88, obtenidas de muestras

clinicas durante un brote epidémico en unidades de cuidado intensivo y de neonatologia
del IPN.

Con el fin de definir antigenos potencialmente significativos estudiamos la respuesta
inmune humoral, por Elisa e inmunotransferencia, utilizando sueros de conejos
infectados con diferentes dosis de la bacteria entera de §. marcescens, asl como

sueros de pacientes hospitalizados por infecciones de diferents Indole.

Los resultados de estos estudios nos muestran:

1) Las PME, cultivadas a 30 y 37°C, incubadas con los sueros de los conejos
inmunizados reconocieron las mismas cuatro bandas que estan dentro de los rangos de
pesos moleculares 10 a 40kDa.  Esto se verificé con sueros de conejos sanos donde
no reconocieron ninguna banda. Lo que pudiéramos decir que podrian tratarse de
inmundgenos .

2) Conlos sueros de los pacientes se obtuvieron los mismos resuitados con las
PME incubadas a las temperaturas de 30 y 37°C, donde 3 bandas proteicas una de gran
intensidad que coincide con el peso molecular de 45kDa, como la de los conejos, y otras
de 18 y 71kDa. Que bien pudieran tratarse de buenos inmundgenos que protegieran

contra las infecciones por esta bactena , lo que serviria en un futuro para elaborar un



inmundgeno que prolegiera a la genle hospitalizada a futuras infecciones por esta
bacteria. Uno de los pnincipales problemas para poder resolver este problema es que
solo se presenta en brotes epidemicos en diferentes meses del ano, lo que hace
necesario plantear modelos que nos sirvan para analizar mas profundamente cuales
antigenos son buenos inmunogenos.

También podria estandarizarse un método de Elisa con extractos de PME, para un

diagnostico rapido, y reconocer la infaccion a tiempo evitando brotes futuros



pudimos observar en nuestro trabajo cuando poniamos a calentar las muestras se
observaba que una proteina similar se dividia en varias.

3) No encontramos cambios significativos en el perfil proteico en ambas cepas
sembradas a las temperaturas de 30 y 37°C. Lo que concuerda con resultados
obtenidos en los trabajos de por Puig y col, en 1992, donde hicieron estudios similares a
los aqui presentados (139).

En nuestro trabajo encontramos bandas en las PME con pesos moleculares similares a
los descritos por Malouin y col en 1990. Como la proteina de 41 kDa. igualmente
observamos una banda de 71kDa que podria corresponder a la descrita por Bar- Ness
(11) en sus estudios, ellos mencionan que esta proteina es una ponna por la homologia
que presenta con la de E. col,

Estudios realizados por Hutsul y col. en 1992 | Hofstra y col. en 1990, muestran que las
bacterias de la Familia de las Enterobacterias, poseen PME de 41 y 30 kDa, que
reaccionan cruzadamente. Elios realizaron estudios comparando las bactenas: E. coli,
S. flexner, S.typhimuriym, S.marcescens, P.yulgans, P.mirabalis, (65, 76).

Como lo mencionan diferentes investigadores que han estudiado las PME en diferentes

entarobacterias como: E._cali, S. thypimurium, etc. Las similitudes encontradas entre
estas proteinas sugiere que existe una gran homologia entre las especies de esta
familia, como lo menciona Hofstra en sus Investigaciones, asl como en otras bacterias

4) Con los sueros de los pacientes se obtuvieron los mismos resultados que con las
PME cultivadas a 30°C y a 37°C, donde reconocieron 3 bandas proteicas una de gran
intensidad que coincide con el peso molecular de 45kDa., y otras de 18 y 71kDa,
observadas tenuemente. Diferentes investigadores han demostrado que las proteinas
de la membrana extena son buenos inmundgenos en pacientes y en animales que han
sido infectados con diferentes enterobacterias como: Salmonslla thypi, Salmonella

typhimunum, Neisseria meningitidis, Neisseria_gonorreae, etc. observando que la

respuesta humoral hacia estas proteinas durante la enfermedad pudiera relacionarse
con algunos mecanismos de proteccion en el inicio de la infeccion; lo cual también
podria ubicarse para S. _marcescens , donde se tendria que analizar an detalle las
bandas proteinicas reconocidas en la inmunoelectrotransferencia, ya que bien podria
tratarse de inmunégenos que protegen en gran proporcion contra la infeccion por esta
bactena.



Uno de los principales problemas para el estudio de las infecciones por S. marcescens
es que solo se presenta en brotes epidémicos. , por lo que hay que idear modelos que
nos sirvan para analizar esta bacteria y esclarecer cual es el factor que influye en la
infeccién, asi como analizar mas profundamente cuales antigenos son buenos
inmunégenos para que en un futuro tratar de obtener una vacuna ¢ para tener mayores
conocimientos y evitar las infecciones por esta bacteria.



CONCLUSIONES.

1. Para las proteinas de membrana externa de Serratia
marcescens el uso del Sarkosyl mostrd la presencia de un
mayor numero de componentes en el patrdén electroforético
debido a que solubiliza los componentes de la membrana
interna, conservando los de la externa.

2. El perfil electroforético observado por PAGE-SDS,
mostrd 12 componentes proteicos, con pesos moleculares
dentro del rango de 20 a 75 kDa, siendo las mds aparentes
las de 45, 41 y 71 kbDa.

3. El perfil proteico no mostrd cambios significativos
al haber sido incubadas a 30 y 37¢9cC.

4., La inmunizacidén de los animales de experimentacidn
con la célula Dbacteriana completa, mostrd en la
inmunoelectrotransferencia reactividad hacia 4

componentes de 45, 71, 18 y 28 kDa.

5, En 1los sueros humanos, utilizando el extracto
antigénico de proteinas de membrana externa, el patrén de
reconocimiento en la inmunoelectrotransferencia presento6
reactividad hacia los componentes de 45, 18 y 71 kDa.

6. Por lo anterior se demuestra que el componente de 28
kDa no proviene de la membrana externa.

7. Debido a las reactividades mostradas por estos
extractos antigénicos, en la inmunoelectrotransferencia
y en el inmunoensayo-enzimitico, se proponen como
potenciales candidatos con fines inmunodiagnésticos o
inmunogénicos para la enfermedad producida por Serratia
marcescens.
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