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RESUMEN 

Serratia marcescens es un microorganismo oportunista, agente causal de 

infecciones nosocomiales de gran importancia en hospitales pediátricos. 

Sin embargo, existe un subregistro de las infecciones causadas por esta bacteria por 

el hecho, entre otros, de no contar con un sistema de identificación y 

caracterización con alta especificidad accesible a cualquier laboratorio de 

diagnóstico. 

OBJETIVO. El objetivo de este proyecto es analizar a las proteínas de membrana 

externa de cepas de S. marcescens para identificar algún componente que pueda ser 

utilizado como antígeno en la caracterización del microorganismo. 

METO DO. Se obtuvieron proteínas de membrana externa y proteínas totales de 

cepas de S. marcescens por solubilización con detergentes y ultracentrifugación 

diferencial, éstas se analizaron por electroforesis (SDS-PAGE) y se caracterizaron 

por electroinmunotransferencia utilizando sueros de pacientes infectados y de 

individuos controL 

RESULTADOS. Las cepas de S. marcescens mostraron una fracción proteica de 

aproximadamente 31 kDa la cual se observó de manera constante. Al realizar 

inmunotransferencia con las proteínas totales y proteínas de membrana externa se 
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encontró que el suero de pacientes infectados reconocían de manera constante dicha 

proteína. En los resultados obtenidos empleando sueros de individuos no infectados 

se demostró reacción con la proteína en sólo el 25% de los sueros. Al realizar el 

análisis estadístico se encontró que la frecuencia con que la banda de 31 kDa es 

reconocida por el suero de pacientes comparada con la frecuencia obtenida en 

individuos no infectados es distinta y estadísticamente significativa con una 

probabilidad de error de 0% (p<O.OOI). 
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INTRODUCCION. 

Serratia marcescens fue aislada y caracterizada por Bartolomeo Bizio en 1823 

quien dió el nombre de Serratia al microorganismo en honor a Serafino Serrati. 

Krauf en 1902 fue el que denominó a la especie como marcescens del latín "que 

decae" lo anterior debido probablemente al pigmento fotosensible (prodigiosina) 

que algunas cepas elaboran (Gaughran 1969; Conrad y col 1970; Yu, L.V. 1979) 

S. marcescens es un bacilo Gram negativo, móvil, aerobio, no esporulado, 

perteneciente a la familia Enterobacteriaceae y a la tribu Klebsielleae El género 

Serratia se divide en cuatro especies clínicamente importantes S. rabidea, S. 

odorifera, S. marcescens y S. liquefaciens (Kelly y col. 1985). 

Bertarelli en 1903 (referido por Yu, L. V. 1979) fue el primero en señalar la 

participación de S. marcescens en procesos patológicos. En 1913 Woodward y 

Clark describieron el primer reporte donde se encontró involucrada aS. marcescens 

en un paciente con infección pulmonar y en la década de los años 50 se reportaron 

algunos casos de infecciones urinarias. En 1951 en el Hospital de la Universidad de 

Standford ocurrió la primera descripción de infección nosocomial causada por S. 

marcescens, (referido por Yu, L. V 1979) posteriormente Rabinowitz y Shiffrin en 

1952. reportaron un caso de septicemia por S. marcescens, más tarde en 1957 otros 

investigadores como Robinson y WoolIe reportaron a S. marcescens como el 

agente infeccioso responsable de "pseuohemoptisis"y otros investigadores como 
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Patterson y col (referido por Yu, L.V. 1979) al analizar bacterias cromogénicas 

causantes de diversas infecciones encontraron que la mayoría correspondían a 

cepas de Serratia. 

A partir de 1960 surge información referente a la participación de S. marcescens 

como un patógeno oportunista para el hombre; Mc Cormack y Kunin en 1966 

(referido porYu, L.V. 1979) encontraron que la transmisión del microorganismo se 

da por contaminación del ambiente, hecho que favorece la colonización de infantes 

y pacientes debilitados (Wilfert y col 1970, Wilhellmi y col. 1987, Williams y col. 

1971) 

Schaberg, R.D. y col. 1976; Grimont y Grimont 1978; Davis, J.T. y col 1970 han 

señalado la participación de S. marcescens como agente causal de infecciones 

nosocomiales. La importancia epidemiológica de S marcescens se debe también a 

su participación en diferentes brotes ( BoJlman y col. 1989; Bouza y col 1988; 

Lewis y col 1989; Okuda y col. 1984;Schaberg R.D y col. 1976; Saito y col. 1989; 

Smith y col. 1984; Yu 1979) y Conrad y col en 1970 al estudiar 176 pacientes con 

diferentes tipos de infecciones, en 26 de estos aislaron cepas de S. marcescens. 

Davis, J. T. Y col en 1970 aislaron 662 cepas de S. marcescens obtenidas de 314 

pacientes el 97% de las cuales fueron aislados de tracto urinario; en otro estudio 

posterior realizado en Atlanta Georgia se aisló S. marcescens de 210 pacientes que 

presentaban infecciones de tracto urinario. Entre abril de 1973 y junio de 1975 en 
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Nashville, TN se aisló S. marcescens de 210 pacientes internados en diferentes 

hospitales, la mayoría con infecciones urinarias(Schaberg, R. D; y col. 1976) 

Farmer y col en 1976 reportaron la importancia de S. marcescens intrahospitalaria y 

establecieron un modelo epidemiológico para el estudio de estas infecciones en el 

cual señalan que éstas son debidas a la contaminación del equipo de uso común y a 

la hospitalización prolongada, lo que permite la infección de pacientes 

susceptibles,inmunocomprometidos,pacientes de bajo peso principalmente en el 

area de neonatología . Farmer considera que la mayoría de las cepas de S. 

marcescens de origen clínico son apigmentadas. 

En un estudio epidemiológico realizado en el periodo de febrero de 1987 a marzo 

de 1995 se aislaron 679 cepas de S. marcescens de 504 pacientes (reportado por 

Royo P. del Valle 0, 1997) en este mismo año Ogtrop M.l. y col reportaron un 

brote en la Unidad Neonatal de Terapia Intensiva en 5 infantes de edad gestacional 

pretérmino de los cuales dos desarrollaron septicemia y conjuntivitis. 

En 1997 Archiband, L. K. Y col. estudiaron una serie de brotes relacionados con la 

contaminación extrínseca de detergentes y soluciones antisépticas refiriendo que 

existe un mayor riesgo de infecciones por la bacteria en las Unidades de Cuidados 

Intensivos por lo cual S. marcescens es considerado como un agente causal de 

infecciones nosocomiales de importancia creciente en hospitales pediátricos 

afectando principalmente a pacientes hospitalizados e inmunocomprometidos 
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En México también se ha reportado el aislamiento de S. marcescens en diversos 

brotes intrahospitalarios. En 1952 se describe el primer brote intrahospitalario en 

una sala de Pediatría aislándose S. marcescens de heridas, neumonías, casos graves 

de septicemia y meningoencefalitis (referido por Rodriguez, R. S. 1982) 

En el periodo de 1968 a 1972 en el Hospital Infantil de México, se aisló S. 

marcescens de catéteres y hemocultivos. En este mismo hospital en 1978 se 

realizó el aislamiento de S. marcescens de hemocultivos de pacientes con 

septicemia y meningoencefalitis (BoIjas, G. E. Y col. 1981) En 1985 en la Unidad 

de Terapia Intensiva del Instituto Nacional de la Nutrición se presentó un brote 

asociado con infección por S. marcescens aislando el microorganismo de catéteres, 

soluciones desinfectantes y catéteres para presión venosa central (Volkow­

Femandez P. y col. 1993) 

En 1988 Flores- Calderón y colaboradores en el Hospital General Gea González, en 

el servicio de Neonatología, describen un brote ocasionado por S. marcescens 

siendo aislada la bacteria de catéteres, exudados faríngeos, autopsias, líquido 

cefalorraquídeo y hemocultivos. 

En el Instituto Nacional de Pediatría en los años 1988, 1989 Y 1992 se presentaron 

brotes intrahospita1arios ocasionados por S. marcescens en los Servicios de 

Neonatología y en la Unidad de Terapia Intensiva, aislándose al microorganismo de 

hemocultivos, catéteres y autopsias (Coria-Jiménez y col 1994). 
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Así también se han presentado brotes intrahospitalarios por S. marcescens en el 

Hospital del Niño Poblano y en el Hospital "Dr. Ignacio Morones Prieto" de San 

Luis Potosí (Tello Zavala y col. 1998. Lazo de la Vega y col. 1993). Los brotes más 

recientemente descritos se presentaron en el Hospital de Pediatría del Centro 

Médico Nacional del Siglo XXI en la Unidad de Cuidados Intensivos aislándose S. 

marcescens de catéteres, exudados faríngeos, autopsias, líquido cefalorraquídeo y 

hemocultivos (Caria Jiménez y co1.1995; Miranda Novales y col. 1998) y en el 

Hospital Universitario de Puebla en 1998-1999 en la sala de Ortopedia, (M. 

Centeno, comunicación personal) y nuevamente en 1999 en el Hospital Infantil de 

México, asociada a la contaminación de una solución antiséptica (Perez-Miravete, 

comunicación personal). 

Se considera que en nuestro medio existe un subregistro de las infecciones 

causadas por S. marcescens, lo anterior se apoya principalmente por no contar con 

sistemas de caracterización de la bacteria con alta especificidad y accesibles a 

cualquier laboratorio de diagnóstico. 

Por otro lado, el mayor número de aislamientos de S. marcescens se realiza en los 

laboratoríos de Bacteriología diagnóstica, en los cuales se considera como prueba 

definitiva para la identificación de S. marcescens a la producción de prodigiosina, 

sin embargo, una seria dificultad al respecto es el hecho de que un gran número de 

cepas de origen clínico no producen el pigmento característico del microorganismo 

7 
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por lo que pueden confundirse en ocasiones con bacterias como Enterobacter, 

Klebsiella, y E. eolio 

En un estudio realizado con 200 cepas de S. marceseens aisladas en el Hospital 

Infantil de México a fines de 1978, se observó que al practicarles un mayor número 

de pruebas bioquímicas el 80% de las cepas correspondían en realidad a 

Enterobaeter (Boljas, G. E. Y col. 1981) 

Por otro lado en un reporte posterior en el cual se analizaron 323 cepas de 

Enterobacter sp de la colección del laboratorio de Bacteriología "Jorge Olarte" del 

Hospital Infantil de México aisladas en 1992 se encontró que el 20% de ellas eran 

Serratia marceseens y no Enterobacter.(Ramírez de Aguilar y col, 1997) 

Existen varios métodos propuestos para la identificación y clasificación de S. 

marcescens y estos van desde los más sencillos que consideran sus características 

bioquímicas hasta otros más precisos como los patrones de resistencia a 

antibióticos, la producción de bacteriocinas, la producción de pigmento, la 

biotipificacion, la serotipificación, la tipificación por fagos y los perfiles de 

proteínas de membrana externa. En el (cuadro 1) se presentan los brotes 

intrahospitalarios asociados a S. marcescens y reportados recientemente en México. 

8 
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Biotipificación 

La biotipificación fue propuesta por Grimont y Grimont y éste es el método más 

empleado para la clasificación de poblaciones grandes de S. marcescens, Este 

sistema emplea diversas pruebas biquímicas como son la utilización de diferentes 

fuentes de carbono (benzoato, DL-camitina, m-erithritol, etc.) , la prueba de 

reducción del tetrationato y la producción de prodigiosina lo que permiten 

clasificar a las cepas de S. marcescens en biogrupos y biotipos para realizar un 

análisis comparativo de poblaciones de bacterias aisladas de distintos sitios 

(Grimont y Grimont 1979). 

Estudios de taxonomía númerica del género Serratia han permitido su clasificación 

en 7 biogrupos (Al,A2,A3,A4,A5,A6 y A8), éstos en conjunto con los patrones 

bioquímicos de cada uno de ellos han definido los siguientes 19 biotipos AI( a,b); 

A2(a,b); A3(a,b,c,d,) ;A4(a,b); A5 A6(a,b); A8(a,b,c); TCT, TT y TC. 

Grimont y Grimont han considerado además la producción de pigmento definiendo 

los biotipos pigmentados Ala,Alb;A2a, A2b y A6a,A6b. Sin embargo también han 

señalado que existe variación genética de cepas de S. marcescens entre los 

diferentes biogrupos pigmentados y no pigmentados (Grimon, A.D.P y 

Grimon,1979). 

Un estudio con cepas de S. marcescens de aislamientos clínicos del Hospital 

Pellegrin en Francia, de 1968 hasta 1975, mostró que los seis biotipos pigmentados 
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son raramente aislados de casos clínicos. Por otro lado 13 biotipos no 

pigmentados mostraron patrones particulares observándose además que estas 

bacterias se aislaban principalmente de infantes o del área de 

Neonatología.(Grimont y Grimont 1978). 

Para la clasificación de S. marcescens se han propuesto pequeñas modificaciones al 

esquema de Grimont como es el caso del medio de crecimiento y el tiempo de 

incubación, estos cambios no tienen ninguna consecuencia al realizar la 

comparación de los biotipos caracterizados en otros laboratorios ( Sifuentes­

Osomio y col 1986). 

Existen diversos estudios que han tratado de establecer los biogrupos y biotipos 

más comunes, en España en una investigación realizada entre 1973 y 1 979 el 

biogrupo más frecuente fue el A5/8, biotipo A8b y en Virginia, USA en 1982-83 el 

biogrupo más importante fue Al y A4. (Sifuentes-Osornio y col. 1 986). 

En México se ha realizado la biotipificación de S. marcescens de diferentes 

poblaciones clínicas aisladas en distintos periodos, en el Instituto Nacional de la 

Nutrición Salvador Zubirán con cepas aisladas en 1982 el biotipo A5/8 y biogrupo 

A8b fueron los más frecuentes (Sifuentes, O. y col 1986) 

En el Hospital Infantil de México y el Instituto Nacional de Pediatría durante tres 

diferentes periodos, se reportó el biotipo A8d, el cual no había sido descrito 

anteriormente y que representó el 45.6% del total de cepas analizadas. Por otro 
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lado, el biogrupo A5/8 identificado en distintas poblaciones, resultó ser el más 

constantemente identificado representando el 59% de cepas aisladas de un brote de 

infección intrahospitalario en el Instituto Nacional de Pediatría. Otro brote ocurrido 

en el mismo hospital pero en diferente periodo mostró el biogrupo A8d en el 65.1 

% de todas las cepas estudiadas, con esta información se puede proponer que los 

biotipos A8b y A8d de poblaciónes de S. marcescens tienen un importante papel en 

México. (Coria-Jiménez y col 1992). 

En 1998 Ramirez-Aguilar M. y col realizaron un estudio comparativo en dos 

poblaciones de S. marcescens de origen clínico (del Hospital Infantil de México y 

del Instituto Nacional de Pediatría) utilizando la identificación de biogrupos y 

biotipos de acuerdo al método de Grimont, los resultados obtenidos mostraron que 

en ambos Hospitales existía una diversidad poblacional, encontrando que los 

biogrupos mayoritarios eran A 5/8, el A2/6 y los menos numerosos son A3c, el ASa 

y el A8b. 

En el brote de 1995 del Hospital de Pediatría del Centro Médico Nacional Siglo 

XXI el biogrupo A5/8 biotipo A8d fue el más numeroso (Miranda G. Y col 1997) y 

en 1999 en el brote intrahospitalario del Hospital Universitario de Puebla, el biotipo 

A8a fue el biotipo único (Coria- Jiménez, comunicación personal). 

En el (cuadro 2) se describen los biogrupos y biotipos de S. marcescesns asociado 

a brotes intrahospitalarios en México. 
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Serotipificación 

Hefferson M. y col en 1906 propusieron el uso de la tipificación serológica para 

realizar la clasificación de S. marcescens.(Michel A Gaston 1987), posteriormente 

en 1957 Davis y Woodword utilizando técnicas de coaglutinación en laminilla 

identificaron 24 antígenos somáticos O diferentes y 26 flagelares H. Más 

recientemente se reconoció que además de los antígenos antes referidos existen 14 

variedades del antígeno capsular (K) (Michel A Gaston 1987) 

Un análisis del lipopolisacárido (LPS) de S. marcescens mostró que el antígeno 

somático posee dos polímeros con diferentes unidades de repetición en los grupos 

terminales, un polisacárido acídico y uno neutro. Empleando ensayos de 

inmunotransferecia del LPS y revelando con diferentes sueros contra el antígeno O, 

Hezel y col mostraron que probablemente el polisacárido neutral corresponde a los 

antígenos O (Hezel, M. Aucken y col. 1997) 

Desafortunadamente, la serotipificación empleando sueros contra el antígeno O es 

de uso limitado, debido principalmente a que existe una alta frecuencia de 

reactividad antigénica cruzada con el antígeno O 14 de E. coli (Michel, A. Gaston 

1987; Gaston, M. A. Y Pitt, 1989). Lo anterior ha sugerido que probablemente 

antígenos cápsulares u otros antígenos de superficie conducen a la reactividad 

antigénica cruzada no lográndose establecer el serotipo de las cepas. 

12 
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Algunos investigadores (Gaston y Pitt 1989 han propuesto realizar la absorción de 

los sueros para obtener una mayor especificidad al identificar el antígeno O 

sugiriendo además el empleo de pruebas como la inmunotransferencia. Sin 

embargo la mayoría de los laboratorios de referencia consideran la propuesta poco 

práctica para la rutina de tipificación de aislados clínicos. 

Hamadeh en 1990 fue el primero en proponer la caracterización de antígenos 

capsulares en cepas de S. marcesces, entre otras razones por sus características 

químicas, el tamaño de sus unidades de repetición, su carga de baja densidad y un 

alto peso molecular, así como la presencia de ácido glucurónico, ácido 

galácturonico, piruvato y algunos otros componentes acídicos que semejan a 

cápsulas de Klebsiella sp y E. coli, utilizando dichos antígenos se propuso una 

clasificación de 4 grupos antigénicos para el LPS y 5 grupos de antígenos K. 

Aucken, H.M. y Wilkinson, S.G. en 1997 durante un estudio en el que se 

analizaron 29 cepas de S. marcescens mediante pruebas serológicas, encontraron 

tres tipos de antígenos K, en 12 cepas que fueron acapsuladas e identificaron 19 

variedades de antígenos O y 14 tipos K, esto les permitió concluir que la 

tipificación mediante los antígenos de membrana externa de S. marcescens depende 

de la estructura química de la superficie de los LPS del organismo (Aucken HM, y 

Wilkinson SG. 1998) 
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Proteínas de membrana 

Utilizando la electroforesis en geles de poliacrilamida se ha podido observar que se 

presentan hasta 12 bandas distintas de naturaleza proteica en la membrana externa 

de S. marcescens tres de ellas muy intensas con peso molecular de 42.9kDa,34.6 

kDa y 20.8 kDa (Larsen Skojol y Biedennann K. 1993) 

Benz en 1988 reportó que la membrana externa contiene un número limitado de 

proteínas, algunas de estas proteínas las constituyen las porinas, en conjunto con 

éstas existen otras proteínas como las lipoproteínas que cubren funciones altamente 

especializadas (Braun 1975) 

Malouin y col en 1990 reportaron la presencia de una proteína de 41 kDa, siendo 

ésta una polina de S. marcescens. Puig M. y col en 1993 realizando un análisis 

electro fa rético más minucioso observaron que esta proteína en realidad estaba 

constituida por cuatro fracciones que puede ser distinguidas en las OMPs de S. 

marcescens con pesos moleculares de 42,40,39 Y 37 kDa referidos como Ompl, 

Omp2, Omp3 y OmpA respectivamente. Esta última fue descrita previamente por 

Cale y col 1982 y por Braun, G. y Cale 1984 (Puig y col. 1993) 

Tada y Yamaguchi en 1990 empleando técnicas de solubilidad con detergentes y 

sonicación encontraron una proteína de membrana externa en S. marcescens de 47 

kDa la cual disminuía cuando el tiempo de sonicación utilizado era menor, en estas 

condiciones se observó disminución de la proteína de 47kDa y la aparición de dos 
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fracciones más, una de 40 kDa y otra de 35 kDa. Mediante análisis por 

autorradiografia encontraron que la proteína de 47kDa y la de 40kDa son proteínas 

que se unen al calcio el cual es importante para la estabilización de la membrana 

entre LPS- proteína y LPS- fosfolípidos ya que la lisis osmótica es prevenida por 

las bajas concentraciónes de calcio. 

En otro estudio Hutsul, J., y col en 1993 reportaron mediante sistemas de 

inmunoquímica y biología molecular una porina de 41 kDa en cepas de Serratia la 

cual mostró relación con proteínas de membrana de otros miembros de la familia 

Enterobacteriaceae. Esta porina resultó ser similar a las porina OmpF y OmpC de 

E. eolio 

Mediante técnicas de inmunotrasferencia Gausch, J.F. y col en 1995 observaron 

una proteína de membrana externa (Omp4) de peso molecular de 17 kDa en cepas 

de S. mareeseens la cual también está presente en otras enterobacterias,al parecer 

esta proteína está relacionada con la virulencia ya que se ha observado que confiere 

resistencia parcial contra bacteriocinas tanto en S. mareeseens como en E. eolio 

Recientemente Sanchez L; y col en 1997 reportaron que las porinas de membrana 

externa de S. marceseens tienen la función de osmorregulación y termorregulación 

para la resistencia intrínseca de los antibióticos beta-Iactámicos. 
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Factores de virulencia de S. marcescens 

El estudio de los mecanismos de patogenicidad de S. marcescens también ha 

adquirido gran importancia ya que es a través de su conocimiento profundo como 

se puede entender su participación en el daño al huésped. 

Proteasas.- La producción de proteasas es un factor de virulencia importante del 

microorganismo tanto por su actividad citot6xica, como por su efecto supresor de la 

resistencia específica del huésped (Gordon, D. y col 1972; Grimont, P.A.D. 1978; 

Maeda, H.A. y col 1987; Molla y col. 1986; Hammer, H. 1984). 

Sin embargo, investigadores como Traub, Spohr y Braun demostraron que cepas no 

productoras de proteasas y no invasivas, eran capaces de producir daño al huésped 

de igual manera que las que elaboran dichas proteasas, por lo anterior propusieron 

que deben existir otros mecanismos relacionados con la patogenicidad de la 

bacteria. En la actualidad no existe un consenso con relación al número de 

proteasas que produce S. marcescens y lo anterior tal vez se deba a que existe una 

gran variabilidad de dichas proteasas relacionada probablemente con las cepas 

estudiadas (Harstein, A. r y col 1984, Larose P.B. 1990, Lui, Y, Y1994) 

Hemolisinas.- Otro factor de virulencia de S. marcescens es la presencia de la 

hemolisina dependiente del hierro, la cual está implicada en la expresión de 

factores de virulencia relacionados con la patogenicidad bacteriana (Poole, K y col 

1988; Keith y Volkmar 1988, Fin1ay y Falkow 1989). Al parecer ellipopolisacárido 
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tiene un papel importante en la estabilidad de la hemolisina unida a la membrana 

por lo que se sugiere que participa en la resistencia al suero de las cepas patógenas. 

Adherencia.- Aunque se ha descrito poco sobre la adherencia o invasividad de 

cepas de S. mareeseens, se sabe que el microorganismo presenta pilis de los cuales 

se han sugerido dos clases de adhesinas que le permiten adherirse a las células del 

huésped.(Yamamoto, T. Ariyoshi A, Amako K. 1985; Hejazi y Falkiner 1997) 

Citotoxinas.- Hejazi, A y Falkiner, F. R. en 1997 y G. V. Carbonell y col. en 1997, 

utilizando cultivos de células Vero mostraron que 13 de 60 cepas de S. mareeseens 

aisladas demuestras clínicas presentaron actividad citotóxica, el 92% de estas cepas 

se aislaron de infecciones intrahospitalarias. Aunque cinco de las cepas productoras 

de cito toxinas transfirieron plásrnidos a E. eoli, los plásmidos trasconjugados sólo 

confirieron resistencia a los antibióticos pero no la capacidad para producir 

cito toxinas sugiriendo que la información de dicha actividad no se encontraba en el 

plásmido. A pesar de los antecedentes mostrados, S. mareescens sigue siendo un 

microorganismo poco estudiado, debido entre otras razones a que no existe un 

método de tipificación específico que permita la identificación rápida y confiable, 

este problema posiblemente ocasiona que S. marcescens sea confundida con otras 

enterobacterobacterias y su importancia como agente causal de infecciones sea 

subestimada. 
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JUSTlFlCACION 

Diferentes estudios epidemiológicos muestran la asociación entre infecciones 

hospitalarias y la presencia de S. marcescens, hecho que muestra la importancia de 

la identificación oportuna y la tipificación correcta de este microorganismo. 

Existe un gran número de reportes que señalan a S. marcescens como agente causal 

importante de infecciones intrahospitalarias. También son conocidas las 

dificultades de muchos laboratorios para establecer su identidad, principalmente de 

las cepas apigmentadas de S. marcescens. Los procedimientos de laboratorio que 

existen para la identificación de la bacteria son poco específicos y algunos muy 

costosos o requieren de mucho tiempo para establecer la identidad del 

microorganismo. 

Por lo antes expuesto, se hace necesario desarrollar sistemas de diagnóstico rápido 

que permitan realizar la identificación precisa y oportuna del microorganismo más 

aún si éste se encuentra asociado a una infección intrahospitalaria. 

En este trabajo se propone realizar la caracterización de antígenos de la bacteria 

que sean específicos para el género Serratia con los cuales se podrían desarrollar 

sistemas de identificación de alta sensibilidad y especificidad y de aplicación 

práctica. 
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OBJETIVO GENERAL 

El objetivo general de este trabajo es identificar antígenos de superficie de S. 

mareeseens que sean específicos del microorganismo para evaluar su posible uso 

en el desarrollo de sistemas de diagnóstico rápido. 

OBJETIVOS ESPECIFICOS 

1 ) Obtener proteínas totales de membrana (PTM) y de proteínas de membrana 

externa (PME) de cepas de S. mareeseens de origen clínico y de referencia. 

2 ) Obtener proteínas totales de membrana y de membrana externa(PME) de cepas 

de diferentes enterobacterias (E eoli, Klebsiella y Enterobaeter) 

3 ) Identificar por electroinmunotransferencia las proteínas de S. mareeseens que 

pudieran ser específicas utilizando sueros de niños infectados durante dos brotes 

intrahospitalarios 

4 ) Evaluar la especificidad de las proteínas identificadas con sueros de niños 

infectados, analizando por inmunoelectrotransferencia la respuesta contra dichas 

proteínas empleando sueros de niños no infectados. 

5 ) Realizar análisis estadístico para validar resultados. 
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HIPOTESIS 

Serratia marcescens presenta proteínas de superficie que funcionan como antígenos 

específicos que pueden ser utilizados para la identificación y caracterización de esta 

bacteria. 
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MATERIAL Y METODO 

A.-Poblaciones bacterianas 

i) Cepas bacterianas.-Se estudiaron 19 cepas de S. mareeseens aisladas de 

diferentes brotes, 15 de estas cepas se aislaron en el Instituto Nacional de Pediatría 

en 1988, 1989 Y 1992; 4 cepas en el Centro Médico Nacional Siglo XXI aisladas en 

1995, asi como la cepa S. mareeseens (US-S) aislada y tipificada en Japón y una 

cepa de S. mareeseens (NIMA) proporcionada por el laboratorio de Enzimas 

Microbianas del Instituto Politécnico Nacional. Además se incluyeron 8 cepas de 

Enterobacterías (3 E. eoli, 3 Klebsiella pneumonie y 2 Enterobaeter agglomerans) 

aislados y caracterizados en el Hospital Infantil de México en 1 997(Cuadro 3 ) 

Las cepas se conservaron en medio de gelosa especial a 4°C hasta su uso. 

B.-Sueros utilizados 

1) Sueros de pacientes a los cuales se conoció con certeza el aislamiento de S. 

mareeseens, obtenidos durante los brotes intrahospitalarios del Centro Médico 

Nacional Siglo XXI, estos sueros son de gran valor debido a que son sueros de 

niños neonatos de bajo peso que atraviezan por un cuadro infeccioso severo, por lo 

que se analizaron sólo 8 sueros, estos sueros fueron alicuotados y congelados a-

20 oC para su conservación hasta su uso. 

2) Sueros de individuos pediátricos no infectados, obtenidos de niños que no han 
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tenido antecedentes infecciosos atribuidos a S. marcescens y que son considerados 

como niños sanos de dos poblaciones, de Sonora y de Cuajimalpa de la cual 

contamos con 40 sueros y que fueron alicuotados y congelados a-20° C hasta 

su uso. 

C)-Obtecion de proteínas totales de membrana. Las proteínas totales de 

membrana se obtuvieron creciendo la bacteria en caldo enriquecido de soya 

tripticasa (CASOY-SIGMA) e incubando en agitación constante a ISO rpm a 3rC 

durante toda la noche. El paquete bacteriano se obtuvo al centrifugar a 9000 g /1 O 

minutos (Sorval SS-34), este paquete se lavó cuatro veces, la primera con TritonX-

100 (Sigma), la segunda ocasión se lavó con Tris 20 mM pH 8, en tercera lavada 

se hizo con EOTA - Tris pH8 en estas ocasiones se centrifugó a 180,000 g por 45 

minutos( Sorval T -865-1) a 4°C. La última lavada se hizo con SOS - Tris pH8 

centrifugando a 180,000 g por 45 minutos en un rotor Sorval SW 50-1 a 4 oC, al 

sobrenadante se le adicionaron inhibidores de proteasas como Fenil-metil 

maleimida, EOTA y N- metil-maleimida 100uM por cada mI del lisado (Keith 

Poole y col 1988). 

D).-Obtencion de proteínas de membrana externa (PME).-Se creció la bacteria 

en caldo enriquecido (Casoy-Sigma) de 18 a 24 h a 37°C, después de la incubación 

se centrifugó el cultivo de 200ml que contenía apróximadarnente 5 X 108 bacterias 

por mililitro a 9000 g /lO minutos ( Sorval SS-34), se resuspendió la pastilla en 4 
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mi de agua destilada ésteril, se sonicó el cultivo durante 3 tiempos de 30 segundos 

cada uno, en un sonicados (Cole Parmer sonic desintegrator) se centrifugó a 30000 

g a 4°C por !O min el sedimento se desechó y al sobrenadante se adicionó Sarkosyl 

al 2% (Sigma Chemical ) dejando actuar por 30 minutos, se centrifugó a 80000 g 

X 1 hora a 4°C ( Sorval SW50-1) y después de centrifugar, la pastilla se solubilizó 

en 200ul de SDS al 2% con Tris 20mM .(Larsen, B. S. y col. 1993) 

Se determinó la concentración de proteína por el método de Lowry (Lowry, O.H. y 

col. 1951) utilizando como estándar albúmina sérica bovina (BSA). 

E).-Electroforesis de proteinas (SDS-PAGE). Se usó el método propuesto por 

Laemmli(Laemmli, U. K. 1970) utilizando geles de acrilamida al 12 %. En cada 

pozo se colocaron 30 ug Iml de proteína en amortiguador de carga con 

mercaptoetanol y se calentó a ebullición por 4 min, las condiciones de corrida 

fueron 200Volts, lOO mA y 30 Wats por 45 minutos, utilizando solución reguladora 

de corrida (Glicina, Tris base, y SDS, pH 8.3). 

F).-Inmunotransferencia (Inmuno-blot) Se analizó la especificidad de las 

proteínas identificadas utilizando inmunodetección por el método de Towbin 

(Towbin y col 1979). Posteriormente a la electroforesis de las muestras se 

transfirieron éstas a una membrana de nitrocelulosa (Bio -Rad) las condiciones de 

corrida fueron 100 volts, 400 mA y 40 wats por 60 minutos;después de la 

transferencia, la membrana se dejó bloqueando toda la noche en leche descremada 
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al 5% en PBS pH 7.2 a 4°C ,se realizaron tres lavados con PBS - Tween 20 en 

agitación constante por 10 mino Las membranas se colocaron sobre un aplicador de 

multicanales (Bio- Rad) haciendo coincidir los carriles de éste en el sitio donde se 

encontraban los antígenos. La identificación se realizó empleando sueros a una 

dilución 1: 40 de niños infectados durante los brotes en el Hospital de Pediatria del 

Centro Médico Nacional Siglo XXI y del Instituto Nacional de Pediatría así como 

sueros de niños no infectados. La membrana se incubó una hora a 37°C en 

agitación constante, posteriormente la membrana se lavó tres veces con PBS­

Tween 20, 10 minutos cada lavada, y se adicionó el segundo anticuerpo, anti- IgG 

humana, marcado con peroxidasa a una dilución 1: 50 y se incubó una hora a 37"C 

en agitación y por último se lavó tres veces COn PBS- Tween 20. Para visualizar la 

reacción se reveló la membrana de nitrocelulosa con 4-cloronaftol y se determinó el 

peso molecular de cada banda midiendo las distancias de migración, obteniendo los 

Rf de cada banda y por interpolación en una curva estándar. 

G).-Análisis de conglomerados.-También se analizaron nuestros resultados por 

inmunoánaJisis de conglomerados (Larralde y col 1989) el cual es una forma clara 

de observar las frecuencias de reconocimiento de cada antígeno y de identíficar los 

antígenos de reacción cruzada, empleando este sistema de análisis de esta manera 

es posible determinar qué antígeno es reconocido con mayor frecuencia por los 

sueros probados 
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H).-Análisis estadístico. Se detenninó la frecuencia y especificidad de los 

antígenos de S.marcescens reconocidos por los dos grupos de sueros. 

Para evaluar la significancia estadística entre las frecuencias de reconocimiento 

obtenidas en los grupos experimentales y los controles se utilizó la prueba exacta 

de Fisher. 
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DEFINICIONES OPERACIONALES 

a).- Cepas intrahospitalarias.- Son cepas bacterianas aisladas de pacientes 

hospitalizados que cursan con una infección intrahospitalaria, de acuerdo a los 

criterios del CDC ( "Infecciones que se presentan 72 horas después de la admisión 

del paciente y que no estaban infectado al momento del ingreso"). 

b).- Sueros no infectados.- Son sueros de individuos que no han presentado ningún 

cuadro infeccioso o que no tengan antecedentes de enfermedades infecciosas 

recientes. 

c).-Sueros de pacientes infectados.- Son sueros de los niños a los cuales se les aisló 

S. marcescens durante los brotes intrahospitalarios del Hospital de Pediatría del 

Centro Médico Nacional SigloXXI y sueros de niños del Instituto Nacional de 

Pediatría con aislamiento de S. marcescens, referidos por el Comité de Infecciones 

Intrahospitalarias. 
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RESULTADOS 

l.-Electroforesis de proteínas de membrana (SDS-PAGE) El análisis 

electroforético de proteínas totales de membrana y proteínas de membrana externa 

de las 21 cepas de S. marcescens y de las diferentes entero bacterias estudiadas se 

muestra en las figuras la,lb y 2a, 2b. Al comparar los patrones electroforéticos, de 

las enterobacterias con los patrones de S. marcescens encontramos que éstos son 

parecidos en el caso de las proteínas totales de membrana, pero los patrones 

electroforéticos de proteínas de membrana externa (PME) muestran diferencias. 

Se estableció el peso molecular de las bandas proteicas comunes a S. marcescens y 

a las enterobacterias y se encontró que las proteínas con pesos entre 15 y 48 kDa 

fueron las más constantes y éstas se presentan en el cuadro 4, es necesario señalar 

que se encontró de manera constante una proteína de 31 kDa tanto en S. 

marcescens como en otras enterobacterias. 

2.-Inmunotransferencia (Western-blot) El ensayo de inmunotrasferencia se 

realizó utilizando el suero de 4 niños infectados por S. marcescens del Hospital de 

Pediatría del Centro Médico Nacional S-XXI, 4 sueros de pacientes infectados por 

S. marcecsens del Instituto Nacional de Pediatria y 40 sueros de una población 

abierta, (no infectados). 
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a).- Proteínas totales de membrana (PTM) de S. marcescens reconocidas por 

sneros de pacientes infectados con S. marcescens 

La fignra 3a,3b y 3c muestran el reconocimiento de las proteínas totales de 

membrana de S. marcescens, aisladas en el CMN-SXXI, por los sueros de los 

pacientes del CMN-SXXI observando que aún cuando existe una variación en la 

respuesta frente a S. marcescens cuando comparamos ésta paciente a paciente, fue 

posible establecer patrones de reconocimiento semejantes en nuestros sueros. 

Los sueros de los pacientes reaccionaron contra sus cepas y en estos casos la 

reacción contra las proteínas de 38,35,31,28,25 Y 15 kDa se presentó de manera 

constante (Cnadro 5) 

En las figuras 4a y 4b (Cuadro 6) se muestra el reconocimiento de las proteínas 

totales de membrana de S. marcescens aisladas del Instituto Nacional de Pediatría 

(INP) por los sueros de los niños infectados por S. marcescens del INP 

reaccionando éstos con las proteínas de 38, 35, 31, 28,25, 22 Y 15 kDa. 

En las figuras 5a y 5b (Cuadro 7) se presenta el reconocimiento de las proteínas 

totales de membrana de S. marcescens aisladas del CMN-SXXI con los sueros del 

INP, en estos casos prevalecen las bandas de 38, 35, 31,29,25,20 Y 15 kDa. 
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b).-Proteínas de membrana externa ( PME) de S. marcescens reconocidas con 

sueros de pacientes infectados por S. marcescens 

En las figuras 6a y 6b (Cuadro 8) se muestra el reconocimiento de las proteínas de 

membrana externa de cepas S. marcescens aisladas del CMN-SXXI, con sueros de 

los pacientes del CMN-SXXI observandose reconocimiento con proteínas de 38, 

35,33,28,25,20 Y 15 kDa. Al realizar el reconocimiento antigénico con las PME de 

cepas de S. marcescens aisladas del INP y probadas con sueros del INP 

observamos que no todas reconocen la banda de 38, 35,28, Y 15 kDa, sin embargo 

la banda de 31 kDa permanece como se muestra en las figuras 7a y 7b (Cuadro 9). 

En la figura 8 (Cuadro 10) se muestra el reconocimiento antigénico de proteínas 

de membrana externa en cepas de S. marcescens del CMN-SXXI con sueros de 

niños infectados por S. marcescens del INP el cual se observan las proteínas de 

38,35,31,28,25,y 15 kDa. 

Las frecuencias del reconocimiento antigénico de los sueros de los pacientes 

infectados con S. marcescens con proteínas totales de membrana y proteínas de 

membrana externa de S. marcescens muestran que la banda de 31 kDa está 

presente en ambos grupos por lo que hace suponer que esta banda es una proteína 

de membrana externa (Cuadro 13). 
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c).-Proteínas totales de membrana (PTM) de S. marceSCens reconocidas con 

sueros de pacientes no infectados por S. marcescens 

La figura 9a ,9b y9c (Cuadro 11) muestra el reconocimiento de las proteínas de 

membrana externa de S. rnarcescens por los sueros de los niños no infectados 

observándese un escaso reconocimiento antigénico comparado con los 

reconocimientos al usar sueros de pacientes infectdaos,tanto para la banda de 31 

kDa como para otras bandas observando que algunos sueros reconocen las bandas 

de 38, 35,28,20 Y 15 Y la banda de 31 kDa sólo se observó con 7 sueros de los 40 

analizados. 

d).-Proteínas de membrana externa (PME) reconocidas con sueros de 

pacientes no infectados por S. marcescens 

En las figuras lOa, 10b,lOe y 10d (Cuadro 12) se muestra los patrones de 

reconocimiento de proteínas de membrana externa de S. rnarcescens con los sueros 

de los niños no infectados, observando entre otras una baja reacción con la fracción 

de 31 kDa en 10 de 40 sueros (25%) mientras que la respuesta frente a esta proteína 

de los sueros de niños infectados fue de 100%. 
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e).- Proteínas de otras enterobacterias frente a sueros de pacientes infectados y 

no infectados por S. marcescens 

Para conocer si las bandas proteicas identificadas en S. marcescens eran específicas 

del microorganismo, se procedió a evaluar la respuesta de los sueros tanto contra 

extractos de proteínas totales de membrana como contra proteínas de membrana 

externa de diferentes enterobacterias, observando que efectivamente si está 

presente en E. coli, Klebsiella pneumonie y E. agglomerans. 

En las figuras 11a y 11b (Cuadro 14), se muestra el reconocimiento con proteínas 

totales de membrana (PTM) de cepas gram negativas con sueros infectados por S. 

marcescens reconociéndose la banda de 31 kDa en cepas de E. coli , K. 

pneumoniae y E. aglommeras que fueron reconocidas por 2 sueros infectados. En el 

caso de K. pneumoniae , se trabajaron extractos de tres cepas distintas y se observó 

que la proteína de 31 kDa fue reconocida cundo se emplearon extractos de 

Proteinas totales de membrana y sólo un suero fue capaz de reaccionar con una 

banda de 31 kDa de extractos de membrana externa (Cuadro 20). 

En las figuras 12a, 12b,12c,12d y 12e (Cuadro 15,16,17,18 y 19 

respectivamente) se presenta el reconocimiento de las proteínas de membrana 

externa de las cepas Gram negativas con sueros de niños infectados; en algunos 

casos que estas cepas reconocen una banda de 31 kDa semejante a la banda de 31 

kDa en S. marcescens reconocida con los sueros infectados en una proporción de 
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37.5% Y 100% respectivamente lo cual nos hace suponer que se trata de dos 

bandas distintas. 

También se realizó el reconocimiento de las proteínas totales de membrana figuras 

l3a y l3 b Y proteínas de membrana externa figuras 14a, 14 b Y 14c (Cuadros 

21,22, 23 Y 24) de las cepas Gram negativas con sueros de niños no infectados, en 

el caso de las PTM se aprecia un escaso reconocimiento, no observamos la banda 

de 31 kDa y la banda que se presentó con mayor frecuencia fue la de 35 kDa en una 

proporción del 67.5%. En el caso de las PME de las Gram negativas con los 

sueros no infectados la banda de 31 kDa sólo la reconocieron 4 sueros de 40 

(IO%)(Cuadro 25). 

Así encontramos que los sueros de los niños infectados y no infectados fueron 

capaces de reconocer una proteína de 31 kDa en Enterobacterias con frecuencias 

del 37.5% y 10 % respectivamente; 10 que es distinto a 10 encontrado en S. 

marcescens donde las frecuencias fueron del 100 % para sueros infectados y 25 % 

para no infectados por la prueba exacta de Fisher (Cuadro 26). 

Al comparar las frecuencias de reconocimiento de los sueros infectados y no 

infectados para la proteína de 31 kDa de S. marcescens o de las otras 

Enterobacterias, encontramos que éstas son estadisticamente distintas, tanto para el 

grupos de los sueros infectados, como los sueros del grupos de no infectados, el 

cual resultó por la prueba exacta de Fisher (p< 0.08) (Cuadro 27) 
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Estas diferencias en la capacidad de reconocimiento de las proteínas de 31 kDa de 

S. marcescens y de las entero bacterias, así como el hecho de que sean reconocidas 

en proteínas totales de membrana ó en proteínas de membrana externa sugieren que 

estas proteínas son efectivamente distintas al menos desde el punto de vista de la 

antigenicidad. 

3.- Análisis de conglomerados 

Para comparar gráficamente las frecuencias de reconocimiento antigénico de las 

proteínas de membrana de S. marcescens por parte de sueros de pacientes 

infectados y no infectados, decidimos utilizar el análisis de conglomerados 

propuesto por Larralde y Ximénez, 1992. Adicionalmente este sistema de análisis 

permite identificar tanto a los antígenos de reacción cruzada como aquellos 

antígenos específicos del microorganismo que nos interesa estudiar. 

En la figura ISa se presenta el reconocimiento antigénico de proteínas de 

membrana externa de S. marcescens efectuado por los sueros de niños infectados y 

no infectados, en este caso los sueros infectados reconocen a las proteínas de 35, 38 

Y 31 kDa con una frecuencia del 100 %, pero de ellas sólo la proteína de 31 kDa es 

reconocida con una baja frecuencia por parte de los pacientes no infectados. 

En la figura 15b se comparan las frecuencias de reconocimiento entre sueros no 

infectados contra S. marcescells y sueros infectados contra enterobacterias; para 
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este caso, la proteína de 31 kDa demostró ser poco reconocida tanto por los sueros 

no infectados con una frecuencia de (10%) como por los sueros infectados 

empleando extractos de enterobacterias con una frecuencia de (37%). 

En la figura lSc se comparan las frecuencias de reconocimiento empleando 

extractos de S. marcescens con sueros de pacientes infectados con una frecuencia 

del 100% con la obtenida por extractos de enterobacterias contra sueros infectados 

frecuencia del (37.5%), las proteínas de 31 y 38 kDa resultan ser las que 

proporcionan un sistema más específico ya que ambas dan una alta respuesta en S. 

marcescens y pobre enterobacterias. 

4.- Análisis estadístico 

Al realizar el análisis estadístico de los resultados antes referidos contra la proteína 

de 31 kDa de S. marcescens, comparando la respuesta de sueros de niños no 

infectados contra la de los infectados, se observó por la prueba exacta de Fisher una 

p< 0.0001, indicando que la diferencia entre el porcentaje de veces que se identifica 

la banda de 31 kDa en el grupo de sueros infectados es estadísticamente 

significativa (Cuadro 26) 

Con respecto a la respuesta observada con el suero de niños no infectados contra la 

proteína de 31 kDa tanto de Gram- negativas como contra la de S. marcescens no 

se encontró una diferencia estadísticamente significativa ya que por la prueba 

34 



Cañedo Solares Irma 

exacta de Fischer nos da una p= 0.081. (Cuadro 27). 

Para validar la posible utilización de la fracción proteica de 31 kDa para identificar 

cepas de S. marcescens se realizó la prueba de sensibilidad y especificidad 

(Cuadro 28) 

Como puede observarse, al realizar la detección de la banda de 31 kDa en cepas de 

S. marcescens empleando sueros infectados se observó una sensibilidad del 100%, 

con una especificidad del ensayo del 75%. 

La sensibilidad del 100% nos indica que la utilidad de la banda de 31 kDa para 

detectar sueros de pacientes infectados por S marCescens es del 100% con una 

probabilidad de error del 25%. 

Al establecer los valores predictivos positivos se encontró que estos eran del 44%, 

es decir que la probabilidad de que un suero de niño infectado sea positivo a S. 

marcescens es del 44%. Por otro lado los valores predictivos negativos fueron del 

100%es decir, la confiabilidad de que una prueba sea negativa es del 100% 

(Cuadro 27) 

Por lo que podemos decir que S. marcescens presenta una banda de 31 leDa que 

podría ser específica ya que se presenta con una frecuencia altamente significativa, 

la cual nos podria servir como un marcador en la caracterización de este 

microorganismo. 
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Cuadro 1.- Serratia marcescens como agente causal de infecciones 
intrahospitalarias en México. 
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Cuadro 2.- Biogrupos y Biotipos de S. marcescens asociados a brotes 
intrahospitalarios 
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Cuadro 3.- Origen de las cepas estudiadas. 

1988,1989 Y 1992 

1996 

1996 

Inf. Méx. (H 1 M) 1997 

Inf. Méx. (H 1 M) 1997 

Inf. Méx. (H 1 M) 1997 

'PIGMENTADA BIOT1PO A2B 

•• NO PIGMENTADA BIOTIPO TCT 
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( 15 

marcescens ( NIMA ) ( 1 ) 

marcescens ( US-5 ) ( 1 ) 

(3 ) 

pneumoniae (3 

agglomerans (2) 
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PERFIL ELECTROFORETICO DE PROTEINAS TOTALES DE 
MEMBRANA EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens 

20S kDa 
115 kDa 

79kDa 

49.5 kDa 

34 8kDa 

28 3 kDa 

204kDa 

72kD, M 

MP 1 2 

-- 4SkDa 

-- 3SkDa 

-- 35,kDa 
-- 3HcDa 

-- 28kDa 

-- I5illa 
-- 12kDa 

3 4 5 6 7 BSA 

Fig. la. MP (marcador de peso molecular); carrill (cepa 55H); carril 2 (56H); carril 3 
(cepa 75C); carril 4 (Cepa 80H); carril 5 (cepa 8U!); carril 6 (cepa 51lH); carril 7 
BSA (albúmina sérica bovina). 
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PERFIL ELEC1ROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) EN DIFERENTES CEPAS DE S. m/lTcescens 

2.08kDa 
115kDa 
79kDa 

49kDa 

34,8kDa 

2.8 3 kDa 

204 kDa 

72kDa 

--79kDa 

-- 4SkDa 
-- 3SkDa 
-- 35kD. 
-- 31 kl)a 

-- 2SkDa 

-- 15kDa 
-- 12.kDa 

MP 1 2 3 4 5 6 7 BSA 

Fig. lb. MP (marcador de peso molecular); carrill (cepa 48C); carril 2 (5511); c8JTil 
3 (cepa 5611); cSlTH 4 (Cepa 75C); carrU 5 (ctpa93H); carI"Ü 6 (cepa 80H); carril 7 
(81H); c9ITH BSA (albúmina sérica bovina). 

40 



Cañedo Solares Irma 

PERFIL ELEC1ROFORETICO DE PROTEINAS TOTALES DE 
MEMBRANA EN DIFERENTES CEPAS GRAM NEGATIVAS 

85 lkDa 

66kDa 

426kDa 

281 kDa 

17.7 kDa 

12kDa 

-- 41-44kDa 
-- 36kDa 
-- 31-33kDa 
-- 27kDa 
-- 25-Z6kDa 

-- 17kDa 

Fig. 2a. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-2 (cepas de E.coJi); carriles 3-4 
(cepas de KIebsiel/a pneumonie); carriles 5-6 (cepas deEnterobacter agglomeraM); 
carril 7 (Cepa 75C de S. maree ...... ); carril BSA (albúmina s<rlca bovina). 
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PERFIL ELEClROFORETICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 
(pME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM NEGATIVAS 

85,lkDa 
ó6kDa 

426kDa 

28.1 kDa 

17,7 kDa 

12kDa 

-- 38kDa 
-- 33-35kDa 
-- 3¡!<Da 

MP 1 2 3 4 5 6 7 BSA 

Fig. 2b. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-2 (cepas de E.eoll); caJTiles 3-4 
(cepas de KJebsfella pneumonie); carriles 5-6 (cepas deEnfe,oblU:fe, agglomerans); 
carril 7 (Cepa 7Se d. S. """"eSt:<1I$); carril BSA (9lbúmlna sérlca bovina). 
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Cuadro 4. Peso molecular de diferentes proteínas de membrana identificadas 
por SDS-PAGE obtenidas de cepas de Enterobacterias y S. 
marceseens 

marceseens ( C.M.N S XXI) 

marcescens ( LN.Ped ) 

mareescens NIMA (L P. N. 

marees cens U S-5 ( Japón) 

coli ( H. I. M. ) 

11KZ"bsiella pneumoniae( H. L M. ) (3) 

/lBnterc'Da,;ter agglomeras (H.I. M) (2) 

• banda de 31 Kda 

I'+O,JO, 35, 33, 31 *,28,20, 15, 12 

8,35,33,31 *,28,20,15,12 

5, 33, 26, 22, 20, 19, 13, 10 

36,31*,26,22,17,10 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DES. marcescens CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL CMN-S. XXI 

200 kDa í I I I I ~ 
, 115 kDa 

~ 
79 kDa I § ~ ~" 

~'" ;::; 

~ 
~ : -- 48kDa Ii i 

< llJ 495 kDa ¡¡ • -- 38kDa • ., • Í!' lO • ~ = 35,kDa 34.BkDa ~ I!I Il ~ ~ ,., .,¡ 
31kDa 

i 
~~' 

--28kDa 283 kDa 

• 
:~ 

• I ~ {,~ ~ 

20.4 kDa • 1; i !Í • • I 72kDa • • • i i 

MI' 1 2 3 4 5 6 

Fig. 3a. MP (marcador de peso molecular); carril 1 (cepa 55H); caJTil2 (5611); CSlTU 3 
(cepa 93H); carril 4 (Cepa 75C); carril 5 (cepa SOR); can1l6 (cepa 81R); carril 7 (cepa 
48C)¡ BSA (albúmina sérica bovina). cSlTilesl-4 (cepas reconocidas con suero 2 infectado); 
carriles 5-7 e as reconocidas con suero S infedado 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DES.l/tQYcescensCON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL CMN-S. XXI 

208 kDa 
115 kDa 
79 kDa 

495 kDa 

348kDa 
28 3 kDa 

20 4 kDa 

72kDa 

,¡ 
.¡ -- 38kDa 
-- 35,kDa 

Fig. 3b. :MP (marcador de peso molecular); carril 1 (cepa 1saA); carril 2 (1saA); c9lTil 3 
(cepa 58C); carril 4 (Cepa 75C); c3lTil5 (cepa 75C); carril 6 (cepa 95H); carril 7 (cepa 
159H); carrilesl-3-4 (cepas recoDoddas con suero 1 infectado CMN); carrUes 2-5-6-7 
(cepas reconocidas con suero 6 infectado CMN) 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL CMN-S. XXI 

~ " 
208 kDa "':. 

115 kDa ", 
~ . 

79kDa 
,~; , ": 

'f 

49.5 kDa 

34 SkDa + :~ :j. • 35kDa , 31kDa 
28.3 leDa ' ~; 

,', 
28kDa 'f 

2O.4kDa ".' ~ } . (, . 
,1 

72kDa ¡ 

v • ,<,: O" ...... '.~.,--. "'.' -" 

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 

Fig. 3e. MP (marcador de peso molecular); carnl1 (cepa 58C); caITil2 (95H); carril 3 (cepa 
80H); carril 4 (cepa SUI); C9l"rü S (cepa 58C); carril 6 (cepa 75C); csrrll 7 (cepa 80H);carril 
8 (cepa 8U1); Carriles 1,2, 5 Y 6 cepas reconocidas con suero 1 infectado CMN; carriles 3, 
4,7 Y 8 cepas reconoddas con suero 5 infectado CMN. 
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Cuadro 5.- Antígenos de proteínas totales de membrana de S. marcescens del C.M.N. Siglo XXI 
reconocidas con sueros del C. M. N. Siglo XXI 

Cepas d~ S"155Hrs:SH 
marcescens ' .!'; , 

66 

48 1 ·48 
38 1 38 
35 / 35 
31 1 31 

PROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA 

9~~I¿~~~I'?'~.1;8J~f'~5:~li~;~~G+~5~'r1 ~9HI 58C 
El,61 - 1- 1 - 1- ¡- - 1 . 

6H'.fl - 11 1> 
48' \4 .. : 
38/ 38 1 38 38 381/38138 38 38 
35 1>351 35 35 35 1.351 ,;351 35 35 35 35 
31 /311 31 31 31 1·1 1 31 31 

27 ----

75C 180HI81H 158C 175CI80H IS1H 

35 35 35 35 35 35 35 
31 31 31 31 31 31 31 

27 27 27 27 27 27 27 
2!l 1. 26 .26 ~2Q!,i 

< . ~ " 

15115. 

$, mare, vs I suero 2 
del CMN Siglo XXI 

15 

S, mare, vsl 
suero 5 del 

CMN Siglo XXI 

, . 

""",3 ·3-'*',,' 19 19 19 19 19119 
:~16.115 15 1 16 1 16 

S, mare, S, mare, vs I S, mare, S, mare, -S, mare~s, mare, 
vs I Suero 6 del CMN vs I suero vs I suero vs I suero Vs I Suero 

suero Siglo XXI 1del CMN 5 del CMN ldel CMN 5 del CMN 
1del Siglo XXI Siglo XXI Siglo XXI Siglo XXI 
CMN 
Siglo 
XXI 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DE S. marcescensDEL INP CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL INP 

ZOS kDa 
115 kDa 

79kDa 
495 kDa 
34.8kDa 
28.3 kDa 

204kDa 

7.zkDa 

-- 38kDa 
-- 35kDa 
--31kDa 
-- 28kDa 

Fig. 480 MP (marcador de peso molerular); carril 1 (cepa 84); carro 2 (cepa 85); carril 3 
(cepa 120); carril 4 (cepa 125); carril 5 (cepa 136); carril 6 (cepa 148); carril 7 (cepa 133). 
C8JTiles 1-4 cepas reconocidas con suero 2INP; c8JTiles 5-7 cepas reconocidas con suao 3 
INP. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DE S. marcescensDEL INP CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL INP 

208 kDa 
115 kDa 

79 kDa 
495 kDa 
34.8kDa 

28.3 kDa 

20.4 kDa 

72 kDa 

.~t 

~ 
~ 
~ 
~ 
;. 

" 

I 
:1'J 

• "~ 
1 

:? " 
,'; 

'" 
,¡¡ 

,'0, .. 4 

"" 
<o 

\l! ~ 
ú: , ~ 

2 3 

~ ::¡¡ jii 

" \~ 

~ Wi -- 38kDa -- 35kDa 
t ;; -- 31 kDa 

~ -- 28kDa 

~ ~ ,~ 

\ 0 
ji '9 j I » 

's 
,./fl ";'j' 1;:-' ~ 

4 5 6 

Fig. 4b. MP (marcador de peso molecular); carril 1 (cepa 4); carril 2 (cepa 5); caITil3 (cepa 
79); canil 4 (cepa 74); carril 5 (cepa 75); c8lTil 6 (cepa 97); carril 7 (cepa 82); carril 8 
(BSA). CarrDes 1-5 cepas recOlloddas con suero 3 INP; carriles 6-7 cepas reconocidas con 
suero 4 INP. 
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Cuadro 6.- Antígenos de proteínas totales de membrana de S. marcescens del I.N.P. reconocidas con sueros 
de niños del I.N.P. 

Cep •• de 
Is. marcesCens<, 

PROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA 

1989 1992 
821 8~ ¡:;Ss 120 1 125 1 136 1 148 Tl33 

63 
50 

38 138 1 38 1 38 138 1 38 1 38 1 38 1 1 ~I' 1 -- 1 38 1 38 1 38 
35 1 3513n35 I 35 I 35 I 35 I - 1:-"1 - 1-: 1 35 1 35 1 35 

3i 1311311311311311 31 131 13113TT 31 1311 31 31 1 31 
'-,1 - 1 ,,: 1 ;:'1, 

:22'1'22;1;22'1 '22;1'2201 22 1 22 '- " 

19 

121";~';k :°1: :1fi'I~\,~l :¡:,e 
s, I s. mare. vs I suero 3 

marco Paco I.N.P. 
vs/suer 

03 
Pae, 

I.N,P, 

119'119''1,,19 J] 
-15" "'\5,. {,d5 . .15 

S. mare. vs 
( suero 4 

Pae,I.N,P, 

50 

- I "~,,:,,, 1 

S. marco vs / suero 2 
Pae, I.N,P, 

28 
25 

19 19 19 
15 15 15 

S. marco vs / suero 
3 Pae, I.N,P, 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens DEL CMN CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL INP 

~ 

I 
<-

",{ 
, , 

Y~~B~ I 79 kDa -- 38kDa 
495 kDa 

-- 31kDa 
348kDa 

~ --2SkDa 
28.3 kDa 

I I 
;j 

I " 
204 kDa ~ 

I • I 72 kDa 

~: 
- ~ -w "" "" 1 2 3 4 

Fig. 59.0 MP (marcador de peso molecular); carril! (cepa 5511); c9ITil2 (cepa 56H); carril 3 
(cepa 93H); carril 4 (cepa 75C); cSlTil8 (BSA) carriles 1-4 cepas reconoddas con wero 1 
INP infectado. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES EN 
DIFERENTES CEPAS DES. marcescens CON SUEROS DE NIÑOS 

INFECTADOS DEL INP 

20B fBa I ~~ '- '" ~ .. 
" " 115 a , \~ .n 

79kDa e ,. .l:'i >:;: - ¡.; -- 38kDa 
495 kDa ~: __ 35kDa . 

" ",; 
34.SkDa " " ;'1 .e:: -- 31kDa 
28.3 kDa 

.. " -- 28kDa 

li ~ 
¡¡ ií ii f:¡ ,~ 

204kDa 

II ., ~ I 
, 

72 kDa 
, 01' ¡ ji ~ " ~ -:; , 

1 2 3 4 5 i; 7 

Fig. 5b. MP (marcador de peso molecular); carrill (cepa 75C); canil2 (cepa 80H); carril 3 
(cepa 8tH); carril 4 (cepa 48C); carrü 5 (cepa 95H); carril 6 (cepa 159H); carril 7 (cepa 76 
INP)j calTll 8 (BSA). Carril 1 cepa reconocida con suero 1 INP; carriles 2-5 cepas 
reconocidas con suero 2INP; carriles 6-.7 cepas reconocidas con suero 3 INP. 
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Cuadro 7.- Reconocimiento antigénico de proteínas totales de membrana en 
cepas de S. marcescens del C.M.N. Siglo XXI con sneros de niños 
infectados del INP. 

I~epas de 

PROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA 

55H 56H93I1 75e 75C:180H ,81JI, 1.~,<::,.95H '159~)\6 
, .. ' ,',:',': ".:, ~" " " ' 

63 ¡:- 63 ,63\63 63 " ,63 ,:63 

38 
36 

I 31 31, 
2$' 28 
,25 : ' 2'F 

22 22 
20 20 
15 15 

S. marc, 

,55 
38.38,:38 38 

" 35 35 
31 ,,~31 3f 31 
28 1"',:28: 19,:: 29 29 

'25', ~('.:,:': ,::',' ::~,' 
. ':.: " 

'22 "C ',' 

20 '20 ,2(Y, 20 19 
~ )5, i ,:1:5,: 15 15 

<," 
Paco Ll LP. S. marco 
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35 
31 
29 

35 

~:~-
19 20 ~I"""~ 
15 15" , ': ~ 

, ~' 
,2 Paco I.N.P. S. marco 

Ivs/suero 3 Paco 
I.N.P. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 
POR S. marcescens DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA(PME) EN 

DIFERENTES CEPAS DES. marcescens 

20SkDa 
" 11SkDa 

,,' 
-" 

86kDa 

51 6kDa 
34 SkDa .. - .. 
29kDa 

::; '" ;: 
• -- 38kDa 

=B~~ 

192kDa I • I í .. 
• j.>; 

75 kDa is ~ !P. 

MP 1 2 3 4 5 6 7 

Fig. 6a. MP (marcador de peso moleml8I'); carril 1 (cepa 55H); carril 2 (cepa 56H); carril 3 
(cepa 93H); carrtl4 (Cepa 7SC); carlilS (cepa SOH); carril 6 (cepa 81H); carril 7 (cepa 
48C). C8lTÜes 1-4 cepas reconocidas con suero 2 infectado CMN; carriles 5-7 cepas 
reconocidas con suero 51nfectsdo ClVIN. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 
POR S. marcescensDEL CMN E INP DE PROTEINAS DE MEMBRANA 

EXTERNA(PME) EN DIFERENTES CEPAS DE S. 11IiIrcescens 

208kDa 
118kDa 

86kDa 

5L6kDa 

&l ¡¡¡ 
~ 
.~ 

i ,'\ 

3 38kDa 
34.8kDa 

29kDa I 
.~ 

1 >, í ~ 

! I 
., 

19.2kDa >t 
" 

j '. 
75 kDa • ~ ~ 

liI 

" -- 35 kDa ii <\! -- 31 kDa 

MP 1 2 3 4 5 6 7 

Fig. 6b. MP (morcador de peso molecular); earrill (cepa 95H); corril2 (cepa 159H); carrtl 
3 (cepa S8C); corril 4 (Cepa 58C); carril 5 (cepa 75); corril6 (cepa 97); carril 7 (cepa 82). 
Carriles 1-2 cepas reconocidas con suero 6 infectado CMN; carriles 3-4 cepas reconocidas 
con suero 1 infectado CMN; carril 5 cepa reconocida con suero 3 infectado INP; carrües 6-7 
cepas rtconoddas con SUero 4 infectado INP. 
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Cuadro 8.- Reconocimiento antigénico de proteínas de membrana externa en cepas de S. marcescens del 
CMN Siglo XXI y del INP con sueros de niños infectados del CMN y del INP 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

'. marco 

CMN vs/suero 6 vs/suero '1 

CMN CMN 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 
POR S. marces-censDEL INP DE PROTEINAS DE MEMBRANA 

EXTERNA(PME) EN DIFERENTES CEPAS DE S.11UlTcescensDEL INP 

ZO$kDa __ 
118kDa --
79kDa __ 

49kDa --
348kDa -­
ZS.3kDa --

19.ZkDa --

7.5kDa --

-- 38kDa 
--3SkDa 
-- 31kDa 
-- 28kDa 

F1g. 7 .. MP (marcador depeso molecular); carril 1 (cepa 95H); carrD 2 (cepa 15911); carril 
3 (cepa 7ó); csrrll4 (Cepa 4); carril S (cepaS); carril 6 (cepa 79); carril 7 (cepa 74). 
C8ITiles 1-2 cepas reconOCIdas con SUt.l'O 1 Infectado INP; carriles 3-7 cepas reconoddas 
con suero 3 infectado INP. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 
POR S. marcescrms DEL INP DE PROTEINAS DE MEMBRANA 

EXTERNA(PME) EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescrms DEL INP 

208 kDa 
118 kDa 

86 kDa 
54kDa 

348 kDa 
29 kDa 

19.2 kDa 

75 kDa 

-- 35kDa 
-- 31kDa 

Fig. 7b.l.\1P (marcador de peso molecular); carril! (cepa 84); cSITil 2 (cepaS5); carril 3 
(cepa 120); carril 4 (Cepa 125); C1UTilS (cepa 136); carril 6 (cepa 148); carril 7 (cepa 133). 
Caniles 1-4 cepas reconocidas con suero 2 infectado INP; carriles 5-7 cepas reconocidas 
con suero 3 infectado INP. 
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Cuadro 9.- Reconocimiento antigénico de proteínas de membrana externa en cepas de S. marcescens del 
I.N.P. con sueros de niños infectados del I.N.P. 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

vs/suero 1 INP 

59 



Cañedo Solares lrma 

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 
PORS. marce\"censDEL INPDE PROTEINAS DE MEMBRANA 

EXTERNA(pME) EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescensDEL CMN 

208 kDa 
118kDa 
86kDa 
54kDa 

348kDa 
29kDa 

19kDa 

7.5 kDa 

MP 

, 

, 
I 
1 

ji ; J ~ 

I I l 
~ 

2 3 

~'-< 
~~ 

,~ ~ 
:!! ,::.~ 

I f4 ~ 

,l'; i '" 
:11 

J 

__ 35kDa 
-- 31 kDa 

, -- 28kDa 

-- 25kDa 

-- 15kDa 

4 5 6 7 

Fig. 8. MP (marcador de peso molemlar); carrlll (cepa 55H); carril 2 (cepa 56H); carril 3 
(cepa 93H); carli14 (Cepa 75C); carli15 (cepa 80C); carrü 6 (cepa 81H); carli17 (cepa 
48C). Carriles 1-4 cepas reconocidas con suero 1 infectado INP; carriles S- 7 cepas 
reconocidas con suero 2 infectado INP. 

Cuadro 10. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS NO 
INFECTADOS POR S. marcescens CON PROTEINAS TOTALES DE 
MEMBRANA EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens DEL CMN 

97.4kDa __ 

[1 
66.2kDa -- ¡ 
42.7kDa-

[1 

__ 38kDa 

t! -- 35kDa 31kDa __ 
-- 28kDa 

25kDa -- " , , 
144kDa __ 

. i , 
i 

" ! I ¡ 
'-

1 2 3 4 5 6 

Fig. 99. MP (marcador de peso molecular); carril 1 (cepa NIMA); carril 2 (cepa 5511); CSITO 

3 (c<pa 56H); carril 4 (C<pa 58C); CSITÜ 5 (cepa 93H); corrll6 (cepa 75C); CSITÜ 7 (cepa 
80H); BSA. Carriles 1-7 cepas reconocidas con sueros no infectados (14, US, 17,18,19,20 Y 
101 respectivamente). 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS NO 
INFECf ADOS POR S. marcescens CON PROTEINAS TOTALES DE 

MEMBRANA EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescensDEL CMN 

I ., 

1: 

974kDa __ J 6ó.2kDa --
. ~<;-

427kDa- ~.'-.~;·l 
-,;:-"" -31kDa -- .,.,.. 

25 kDa .';:'f,~ m 
14.4kDa -- t,~ 

~ .. 
MI' 1 2 

;-

r ' . 
-- 38kDa 
-- 31kDa 

' .. 

• 
-- 17kDa . . .. -- I5kDa 

'1jf 
" ~ 

3 4 5 6 7 SA 

Fig. 9b. MP (marcador de peso m.lecul ... ); carril 1 (cepa US5); carril 2 (cepa 8111); carril 3 
(cepa 48C); csrril4 (Cepa 9511); csrril5 (cepa 15911); carril 6 (cepa 75C); carril 7 (cepa 
8OH); BSA. Carril 1 cepareconoc:i4a con suero 2 infectado Cl\1N; caniles 2---"'} ctpas 
reconocidas con sueros no infectados (448, 449, 493, 116, 182 Y 471 respectivamente). 

62 



Cañedo Solares lrma 

RECONOCIMIENTO ANTIGIENICO CON SUEROS DE NIÑOS NO 
INFECTADOS POR S. marcescens CON PROTEINAS TOTALES DE 

MEMBRANA EN DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens DEL CMN 

l 
97.4kDa __ . , r r: .~ !J ~ óóZkDa --

! P 427kDa.-- i 
,1 I 

i i , , , -- 38kDa 
31kDa ! , . ¡ -- 35 kDa ..i , , ¡ ; ',' -- 31 kDa i' -- 27kDa 25kDa 

l' : I , ~"'. -- 20kDa . , [;':': 14.4 kDa ,. 

I 
i, ¡ , , 

¡ ~' ~ 

u 
.. ~ 

2 3 4 5 6 7 SA 

FIg. 9c. MP (morcador de peso molecular); corl111 (cepa US5); corrO 2 (cepa 55H); carril 3 
(cepa 56H); carril 4 (Cepa 58C); carril 5 (cepa 93H); corril 6 (cepa 75C); carril 7 (cepa 
8OH); BSA. Carril 1 cepa reconocida con suero 2 infectado CMN; caITDes 2-7 cepas 
reconocidas con sueros no infectados (133, 159, 136, 183, 142 Y 128 respectivamente). 
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Cuadro 11.- Reconocimiento antigénico de proteínas totales de membrana S marcescens con sueros no 
infectados 

SXXI SXXI 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS NO 
INFECTADOS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA( PME )DE 

DIFERENTES CEPAS DES. marcescens 

97.4kDa 
66.2kDa 

42.7kDa 

3LSkDa 

21.5 leDa 

14.4kDa 

I , , 

¡ 

li ~I:. p 
o 

3 4 5 

__ 38kDa 
35kDa 

-- 31kDa 
-- 2aleDa 

Fig. lOa. MP (marcador de peso molecular); carril 1 (cepa USSH); carril 2 (cepa USS); carril 3 (cepa 
SSC)j carril 4 (Cepa 55H); carril 5 (cepa 56H); carril 6 (cepa 93H); carril (cepa 8OH); BSA (albúmina 
sérica bovina). Carril! cepa reconocida con suero 2. Jnfectadoj carriles 2-7 cepas reconocidas con 
sueros no infectados (133, 159,136, 183, 142 Y 128 re~ectivamente) 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑos NO 
INFECTADOS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (PME)DE 

DIFERENTES CEPAS DE S. marcescens 

. 
97.4 leDa ", ¡,n 66,2kDa ¡ ·t i 
427 kDa , __ 38kDa 

1"'1 
, 

__ 3:5kDa 
31 8leDa -- """" . -1 -- 31kDa 

Ti 
I ¡. J. 

I 
-- 28kDa 

21.5 leDa ~ M 

144kDa 

f ! ¡ ~ ~ ~ , 

k 
~ ... 

<"<~':""'! ,: d :'_ lt<i~)' '" 
MI' 1 23 4 5 6 7 8 BSA 

Fig. lObo MP (marcador de peso molecular); carriles 1-4 (cepas US5); carr1l5 (cepa 58C); carri16 
(cepa :55H); carril 7 (cepa 56H); carril 8 (cepa 8OH); BSA (albúmina sér1ca bovina). Carril 1 cepa 
reconocid.a CDIl suero 5 infectado C:D.1N; carriles 2-8 cepas reconocidas con sueros no infectados (419, 
422,411,115, 101 Y 184 respectivamente). 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS NO 
INFECTADOS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA(pME) 

DE DIFERENTES CEPAS DE S. 11UIYcescens 

974 kDa 
66 2kDa 

42.7 kDa 

31.8kDa 

21.5 kDa 

144 kDa 

':" . 
<.'. ' 

4 5 67 BSA 

__ 38kDa 
__ 35kDa 

--28kDa 

--20kDa 

Fig. lOe. MP (marcador de peso molecular); carriles 1M 2 (cepa US5); carril 3 (cepa 58C); carril 4 (Cepa 
55H); carril 5 (cepa 56H); carril 6 (cepa 93H); carril 7 (cepa 75C)¡ BSA (albúnlÚla sérica bovina). 
CarrD 1 cepa reconocida con suero 1 infectado CMN; carril 2 cepa reconocida con suero 2 infectado 
Cl\I1N; carriles 3-7 cepas reconocidas con sueros no infectados (2. 3, 4, 5 Y 6 re~ectivamente) 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NJ1'il'OS NO 
INFECTADOS DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA( PME )DE 

DIFERENTES CEPAS DES. mwcescens 

97.4 kDa 
66.2kDa 

427 kDa 

318kDa 

21 5 kDa 

144 kDa I 
__ 38kDa 
__ 35kDa 

--28kDa 

Fig. 10d. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-2 (cepa US5); carrD 3 (cepa SSC); carrD 4 (Cepa 
55H); carril5 (cepa 5611); carril 6 (cepa 93H); carril 7 (cepa ?5C); BSA (albúmina sérlca bovina). 
Carriles 1-2 cepas reconocidas con suero 2 infertado CM:N; carriles 3-1 cepas recnnncidas con sueros 
DO Infectados (8, 9,10, 11 Y 12 respectivamente). , 
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Cuadro 12. Frecuencia con la que el suero de niños infectados y no infectados 
por S. marcescens reacciona contra diferentes proteínas de 
membrana externa de S. marcescens. 

PES/MOL (kDa) S. marcescens/s .. S. marcescens/s. Normales 
Infectados 

.. ~ ,-.; :' No.·.·; .% . No. %." . 
38 8/8 (100%) 25/40 (62%) 

35 8/8 (100 %)* 32/40 (80%) 

31 8/8 (100% )* 10/40 (25 %) 

28 5/8 (62 %)' 21/40 (52 %)* 

25 5/8 (62 %)' 25/40 (62 %)' 

19 4/8 (50%)' 16/40 (40%) 

15 5/8 (62 %)' 13/40 (32 %) 
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Cuadro 13.- Reconocimiento antigénico de proteínas totales de membrana y de membrana externa en cepas 
de S. marcescens del CMN Siglo XXI e INP con sueros infectados del CMN. y del INP 
comparados con el reconocimiento en sueros no infectados 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑOS 
INFECTADOS ENPROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA DE 

DIFERENTES CEPAS GRAM NEGATIVAS 

~ ?, , 
f, 
j':: 

208kDa 
~ 

118 kDa 
86kDa 

51 kDa __ 38kDa 
34 kDa -- 35kDa 

-- 31kDa 

29kDa -- 29kDa 

19 kDa 

,¿ ¡~ ti! ,. \:. " '" 2 3 4 5 6 7 

Fig. lla.. MP (marcador de peso molecular); c8ITiles 1-3 (cepas E. eoIl); carriles 4-5 (cepas 
K. JllUumoniae); carrUes ,¡. 7 (cepas E agglomerans); BSA (albúmina smea bovina). 
Caniles 1,2, 4, S Y 6 cepas reconoddas con mero 2 infectado CMN; carmes 3 y 7 cepas 
reconocidas con suero 51nfectado CMN. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON SUEROS DE NIÑos 
INFECTADOS EN PROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA DE 

DIFERENTES CEPAS GRAM NEGA TIV AS 

118 kDa 

~HB~ 
34kDa 

29kDa 

19kDa 

,~ 
234567 

__ 38kDa 
__ 35kDa 

-- 31kDa 
-- 29kDa 

Ffg. llb. MP (marcador de peso molecular); carriles 1...3 (cepas E. coJI); carriles 4-5 (cepas K. 
pneumoniae); carriles 6-7 (cepas E agglomerans)j BSA (albúmina séric.a bovina). Carriles 1, 2, 4,5 Y 6 
cepas reconocidas con suero 2 infectado INP¡ carriles 3 y 7 cepas reconocidas con sueroS infectado 
INP. 
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Cuadro 14.- Proteínas totales de membrana de cepas Gram negativas reconocidas con sueros infectados del 
C.M.N. y del I.N.P 

73 



Cañedo Solares Irma 

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) DE DIFERENTES CEPAS DE S. marcescensy GRAM­

NEGATIVAS CON SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 

974kDa 

66 2 kDa 

42.7 kDa 

31.8kDa 

21.5 kDa 

14.4 kDa I I • 
MP 1 2 3 4 5 6 BSA 

--3SkDa 
__ 3:5kDa 
-- 31kDa 

Fig.12a.:M:P (marcador ele peso molecular); carrill (cepa 5SH); carril 2 (cepa 56H); carrUS (US5)j 
carri14 (cepa Kpneumonie.); carril 5 (cepa E. coli); carril 6 (cepa Enlel'Obacter agglometrUt$); BSA 
(albúmina sérica bovina). Carriles 1, 3 Y 5 cepas reconocidas con suero 2 infectado CMN; Ca.rriles 2, 4 
Y 6 cepas reconocidas con suero 2 infectado INP. 

Cuadro 15 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (pME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGA TIVAS CON 

SUEROSDENJ1iiOS INFECTADOS 

118 kDa 
86 kDa 

51.6 kDa 

34.4 kDa 

29 kDa 

19.2 kDa 

7.5 kDa 

;¡¡ 

.. 
Ic.:,;, 

,-,,,,' 
MP 1 

- -
~ 

,¡j 

2 3 

,,' --38kDa .. 
~ 

=35kDa 
31 kDa 

111 

il 
, 

,-~ i': 

4 5 6 

Fig. 12b. MP (marcador de pesa molerular); carril 1 (cepa 7SC); carril2 (cepa K pneumonie); carriles 
3-4 (cepas E. eoli.); carriles S-6 (cepas E agglomellS)¡ carrDes 1,3 Y 4 cepas reconocidas con suero 2 
infectado Cl\.1N, carrl12 cepa reconocida con suero 1 infectado CMN, carrO 5-6 cepas reconocidas con 
suero 6 infectado C:MJii. 

Cuadro 16 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA DE S. 1/tilTcescensY GRAM-NEGA TIVAS CON SUEROS 

INFECTADOS. 

35 kDa 
31 kDa __ 
27kDa--

f f 
,,~, Oto:;. 

3 
,,\ .. 

4 5 

97 4kDa 

662kDa 

42.7kDa 

31.8kD. 

21.5kDa 

\44k:Da 

Fig. 12c. BSA; carril 1 (cepa E agglomerans)¡ carril2 (cepa E. co/J)~' carril 3(cepa KpnelllltonJae)¡ 
carril 4 (cepa USS); carril S (cepa 56 H)j carri16 (cepa 55H)¡ MP (marcador de peso molecular). 
Carriles 1, 3 Y S cepas reconocidas con suero 3 infectado INP, carriles 2,4 Y 6 eepas reconocidas con 
suero:2 infectado del CMN. 

Cuadro 17 

76 



Cañedo So/ares Irma 

RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGA TIVAS CON 

SUEROS DENIl'l"OS INFECTADOS 

97.4kDa 
66.2kDa 

42.7 kDa 
318kDa 

21.5 kDa 

14.4kDa 

MP 1 2 3 4 5 6 7 BSA 

__ 38 kDa 

-- 31 kDa 
-- 28kDa 

Fig. 12d. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-2 (cepas US5); carriles 3-4 (cepas E. coll) 
carriles 5-6 (cepas Kpn.eumonie)¡ carri17 (cepa NIMA)¡ BSA (albúmina sérica bovina). Carril 1 cepa 
reconocida can suero 448 no infectado; carriles 2, 3 Y 5 cepas reconocidas can suero 2 infectado C:MN; 
carriles 4 y <> cepas reconocidas con suero 5 infectado CMNj carrll6 cepa reconocida con suero 98 no 
infectado. 

Cuadro 18 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGATIVAS CON 

SUEROS DE NIÑOS INFECTADOS 

97.4 kDa 
66.2kDa 

42.7 kDa 

318kDa 

215 kDa 

14.4kDa 

MP 1 

~~ 
" 

~ 
C)!, 
,'~ 

>.;~~;¡\ 
2 3 

'ji_, 

: .~ 

>;',¡ 
4 

.'-' 
'í" 
I 

\,1 

I "\''1', 

.. :l::~.~,. ::::; 
5 6 BSA 

__ 38kDa 

-- 35kDa 

FJg. 12e.:M:P (marcador de peso molecular); carriles 1, 6 (cepa NIMA); carriles 2-3 (cepas E. Coli); 
carriles 4-5 (cepa Kpnntmome.); BSA (albúmina sér1ca bavbta). Carril! cepa recClloc1da con suero 2 
infectado CMN¡ carrll 2 cepa recmlodda con suero:2 INP; carril:3 cepa reconocida con suero:3 
Infectado INP; carril 4 cepa reconocida con suero 1 Infectado INP; carril S cepa reconocida con ~ero 4 
infectado lNPj carril 6 cepa reconocida cao. suerD 98 no infectado. 

Cuadro 19 
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Cuadro 20.- Reconocimiento antigénico de proteínas totales de membrana y proteínas de membrana externa de 
cepas Gram negativas con sueros de infectados. 

PROTEINAS TOTALES DE MEMBRANA 

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA 

:;> 
~IC 

td re! 
¡"'~1 ir" ,,... 
~ , , 

F: 
t"~ 'J) 
,... ~ ..... ;:; 
1"1 ",--1 
,~ ') 
;1 ~ 
r) ~j-'" ~ , :.;> ,.-

(1 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES DE 
MEMBRANA DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGATIV AS CON SUEROS 

DE NIÑOS NO INFECTADOS 

97.4 kDa 
66.2 kDa 

42.7 kDa 
-- 46kD. 

31.8kDa 
-- 35kDa 

21.5 kDa 

14.4kDa 

MPl 2 3 4 5 6 7 8 BSA 

Fig. 13a. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-3 (cepas E. Coli); carriles 4-6 (cepas K 
p'!l?"mo/,ie.); carriles 7-8 (cepas E. agglomerans); BSA (albúmina sérica bovina). Carriles1-8 cepas 
ríii':~idas con suero no infectado (1,2,3,4,5,6,7 Y 8 respectivamente). 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS TOTALES DE 
MEMBRANA DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGATIV AS CON SUEROS 

DENI~OS NO INFECTADOS 

97 4kDa 
66.2 kDa 

42.7 kDa 

318kDa 

21.5 kDa 

14.4 kDa 

--35kDa 

FIg. 13b. MP (marcador de peso molecular); carriles 1-3 (cepas E. ColI); carrDes 4-6 (cepas K 
pneu.mollle.); tarrDes 7-8 (tepas E. Agglomerau); BSA (albUmina sérica bovina). CarriJesl-8 cepas 
T«onocldas con suero DO infectado (14, 16, 17, 18, 19, 20,101 Y 448 respectivamente). 

Cuadro 21 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGATlVAS CON 

SUEROS DENIl'il"OS NO INFECTADOS 

974kDa ¡~i~ :1':: ~ ,:1· 66 2kDa 1, ,. 
""tI!i ir '"', 

427 kDa 
,.,:~ '1 38kDa 

31.8kDa 
'1, -- 35 kVa .... :" .¡ 

I -- 28kDa I 
21.5 kDa , '~i' I 

l' 
14AkDa 

"',,'~i¡ " 
í: i, 
f ~ 

'~ 
, .' 
BSA MP z 3 4 5 67 8 

Fig. 14a. BSA (albúmina sérica bovina); :MP (marcador de peso molec;ular); carril 1 (cepa US5)j 
carriles 2-4 (cepas E. coB)j carrDes 5-6 (cepas K. plJI!Kmollle.); carrDes 7-8 (cepas E. agglomenS). 
Carriles 1-8 cepas reconocidas con sueros no infectados (411, 411, 115, 101, 184,158, 448 Y 449 
respectivamente). 

Cuadro 22. 
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RECONOCIMIENTO ANTIGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (PME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGA TIV AS CON 

SUEROS DENIl"iOS NO INFECTADOS 

97.4 leDa 
66.2 kI)a 

427 kDa 

31.8kDa 

21.5 kDa 

14.4 kDa 

MP 2 3 4 5 6 7 8 BSA 

Fig. 14b. MP (marcador de peso rnolecular)¡carrill (cepa NlMA) carriles 2-4 (E.coh)¡ /:arriles 5-6 ( 
cepas K pttettmolt/e.); carrUes 7-8 (cepas E agg/.olttens); BSA (albúmina sérfca bovina). CarrU 1 cepa 
reconocida con suero 5 CMN¡ carriles2-8 cepas reconocidas con sueros no infectados (15, 16, 17, 18, 
19,20 Y 133 respectivamente). 

Cuadro 23 
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RECONOCIMIENTO ANTlGENICO DE PROTEINAS DE MEMBRANA 
EXTERNA (pME) DE DIFERENTES CEPAS GRAM-NEGA TlV AS CON 

SUEROS DE NIÑos NO INFECTADOS 

42.7 kDa 

31.81<0. 

21.5 kDa 

14.4kDa 

MP 1 2 3 4 5 6 7 8 BSA 

FJg. 14c.lWP (marcador de pesa molecular); carril 1 (cepa USS) carrJles 2-4 (cepas E.coli)j carriles S-6 
(cepas KpneJllllOnJe.); carriles 7·8 (cepas E aga/omelU); BSA (albúmina sérica bovina). Carril 1 cepa 
reconockla cm suero 2 C:MN; carriles 2-8 cepas reconocidas con sueros no infectados (159 • 139, 183, 
142, 128,419 y 422 respectivamente). 

Cuadro 24 
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Cuadro 25. Frecuencia con la que el suero de niños infectados y no infectados 
por S. marcescens reacciona contra diferentes proteínas de 
membrana externa de S. marcescens. 
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Fig. ISa FRECUENCIAS DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON 
PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DES 11UlYcescensCON SUEROS 

INFECTADOS Y NO INFECTADOS 
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Fig.15b FRECUENCIAS DERECONOCIMIENTOANTIGENICO CON 
PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE GRAM-NEGA TIVOS CON 

SUEROS INFECTADOS Y NO INFECTADOS 
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Fig. 1Se FRECUENCIAS DE RECONOCIMIENTO ANTIGENICO CON 
PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DES IlUll"cescensY GRAM 

NEGATN AS CON SUEROS INFECTADOS 
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Cuadro 26.- Frecuencias de reconocimieuto de cepas de S. marcescens con 
sueros infectados y no infectados por S. marcescens. 

Infectados por S. marcescens 

Porcentantajes de reeonocimiento 

p = 0.0001 

Análisis estadístico realizado por prueba exacta de Fisher 
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Cuadro 27.- Frecuencias de reconocimiento de sueros infectados y no 
infectados para la proteína de 31kDa en cepas de 
entero bacterias. 

Infectados Eterobacterias 

Porcentaje de reconocimiento 

p= 0.08 

Análisis estadístico realízado por prueba exacta de Fisher 
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Cnadro 28.- Prueba de sensibilidad y especificidad para conocer la validez de 
la banda de 31 kDa de S. marcescens. 

s = 8 = 1 X 100 = 100 % 

8 

E 30 = 30/40 = .75 = 75 % 

10+30 

vpp = 8 = 0.44 = 44% 

18 

VPN = 30 = 1 = 100% 

30 

Prueba de validación diagnóstica ccmparando la respuesta del suero de niños 
infectados y no infectados contra la proteína de 31 kDa de las cepas de S. marcescens 

9\ 



DISCUSION 

Serratia marcescens es una bacteri 

causante de infecciones, principalmen 

Cormack y Kunin en 1966 referido r 

Wilhellmi y col. 1987; Williams y col. 

S. marcescens tiene participación activa 

incluyen bacteriemias, septicemias e in 

principalmente en hospitales Pediátrico: 

Herrera y col en 1998 describen varios 1 

registrados en 1996. En México en 1991 

infecciones donde se aisló S. marcescen 

Algunos laboratorios bacteriológicos al 

comensal que se aísla frecuentemente di 

Una de las posibles causas por las que J 

importante es por un subregistro de las i 

microorganismo, como consecuencia d 

Hasta el momento no existe un sistema 

identificar cepas no pigmentadas, ya q1: 

brotes clínicos y generalmente son conl 

de Aguilar y col 1997). 
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Ante estos problemas se plantea la necesidad de desarrollar métodos que pennitan 

la identificación rápida y adecuada de S. marcescens empleando procedimientos 

con alta especificidad, accesibles a cualquier laboratorio de diagnóstico. 

Los métodos inmunológicos penniten la identificación rápida y específica de 

microorganismos. Hasta el momento existe poca infonnación en la literatura con 

respecto al empleo de métodos inmunológico para la identificación de S. 

marcescens (Traub y col. 1981, 1983, 1986 Y 1990) 

El diagnóstico inmunológico es importante por su rapidez y costo, no obstante 

para implementar estos procedimientos, es indispensable contar con antígenos 

específicos que puedan ser utilizados para dicho propósito. 

En este trabajo se realizó la identificación de proteínas de membrana externa de 

cepas de S. marcescens de origen clínico con el propósito de identificar antígenos 

que pudieran ser utilizados para la identificación del microorganismo. 

Existe poca infonnación en la literatura sobre el empleo de proteínas de membrana 

externa para tal propósito, los primeros reportes sobre el estudio de las proteínas de 

membrana de S. marcescens fueron descritos por Cole y col 1982; Braun y col 

1984; Gutmann y col 1985; Sawai y col 1987 y Malouin y col 1990, quienes han 

referido que existe alta homología entre las proteínas de S. marcescens y las 

expresadas por otras bacterias. Lo anterior fue establecido mediante el análisis de 

las secuencias amino terminal de las proteínas y por el aislamiento del 
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lipopolisacárido, al cual se le ha atribuido ser la causa de la reacción antigénica 

cruzada entre las proteínas de S. mareeseens y otras Enterobacterias. 

Hotstra y col en 1980, usando antisuero específico contra una proteína (porina)de 

38 a 42 kDa de E. eoli, observaron que esta proteína presentaba reacción cruzada 

con proteínas de S. mareescens, Salmonella typhimurium y Citrobacter freundii. 

En 1990 Traub y Bauer lograron, con técnicas de inmunotrasferencia, identificar 

proteínas con reacción cruzada en particular proteínas de peso molecular de 117, 

95, 91, 71, 68, 38 y 33 kDa . En 1992 Singh y col utilizando antisueros 

monoc1onales observaron reacción antigénica cruzada entre proteínas de membrana 

externa de bacterias entéricas incluyendo S. marcescens, contra varios epítopes de 

Salman ella typhimurium. (Pauplet y col 1991; Warobec y col 1988; Gerbl Pieger y 

col 1991) lo anterior apoya la sugerencia de que la reacción antigénica cruzada que 

se presenta entre enterobacterias es debida a homología estructural en la secuencia 

no lineal de la porción del extremo carboxilo terminal de la proteína, el cual es el 

responsable de la conservación de la estructura B- hélice. 

Utilizando PAGE-SDS e inmunotransfrencia, ambos sistemas de alta resolución 

que facilitan la identificación y caracterización de los contenidos de proteínas de 

una muestra se establecieron los patrones electroforéticos tanto para proteínas 

totales de membrana como para proteínas de membrana externa de las di ferentes 

cepas estudiadas. 
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Al comparar los patrones electroforéticos obtenidos entre cepas de S. marcescens 

aisladas en el Hospital Pediátrico del Centro Médico Nacional S-XXI en 1995 y 

cepas aisladas en el Instituto Nacional de Pediatría en 1988-1989 observamos que 

existe un patrón electrofóretico costante así como alta reproducibilidad tanto en las 

proteínas totales de membrana como de las proteínas de membrana externa de las 

diferentes cepas de S. marcescens incluidas en el estudio (Cuadro 2). Algunas de 

las bandas identificadas fueron similares a las reportadas previamente en la 

literatura (Piug, M. Y.col 1992; Larsen, S.B. y col 1993) destacando bandas de 

peso molecular de 38, 35, 33, 31, 28,19, Y 15 kDa. Esta observación nos permite 

considerar que la población de cepas de S. marcescens estudiada fue homogénea y 

dichos métodos fueron eficientes para el aislamiento e identificación de las 

proteínas de membrana externa. 

Dentro de las proteínas más constantes en la población estudiada se identificó una 

banda proteica de 31 kDa de peso molecular que no ha sido reportada previamente 

por otros autores se observó que dicha proteína estaba en todas las cepas de S. 

marcescens analizadas, encontrándose que su expresión era constante al realizar 

varias réplicas del ensayo. 

En los ensayos de inmunotransferencia, al analizar proteínas de S. marcescens 

observamos variaciones en la respuesta de las diferentes bandas encontradas con 

los sueros de los pacientes infectados por S. rnarcescens a pesar de la cual se 
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identificaron antígenos comunes en las poblaciones bacterianas estudiadas los 

cuales fueron reconocidos con una elevada frecuencia por los sueros empleados los 

antígenos comunes en las cepas de S. marcescens fueron antígenos de 

38,35,31,28,25,20,17 y 15 kDa para el caso de las proteínas totales de membrana y 

los antígenos de 38,35,31,28,19 y 15 kDa cuando se analizaron las proteínas de 

membrana externa (Cuadro13) la frecuencia con la que mayoria de estas bandas 

fueron reconocidas por los sueros de niños infectados fue superior al 50% 

Se estudió la respuesta de los sueros de los pacientes tanto contra las cepas aisladas 

de ellos mismos como contra extractos de proteínas de membrana obtenidos a partir 

de cepas diferentes. 

Cuando se compararon los patrones de reconocimiento fue posible establecer la 

presencia constante de varias proteínas así como la elevada frecuencia de 

reconocimiento de la proteína de 31 kDa de membrana externa la que comenzó a 

perfilarse como un candidato. susceptible de ser empleado para la identificación 

específica de S. marcescens. Esta proteína de 31 kDa fue reconocida por todos los 

sueros de los pacientes infectados y de todas las cepas de S. marcescens estudiadas 

(frecuencia 100%). 

Al comparar los patrones de reconocimiento antigénico entre sueros de pacientes 

infectados por S. marcescens y pacientes no infectados, se demostró que existen 

varios antígenos susceptibles de ser reconocidos en ambos casos, proteínas de 
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38,35,31,28,25,20 kDa de peso molecular fueron identificadas por ambos tipos de 

suero, lo que evidenciaba una baja especificidad para la identificación de un 

procesos infeccioso por S. marcescens ya que tal respuesta podría ser debida a una 

respuesta inespecífica, por reacción cruzada, entre antígenos de diferentes 

bacterias. 

Como ya ha sido reportado previamente por diferentes investigadores (Gaston y 

Pitt 1989,Hutsul, J y co1.l993, Gausch J F Y col. 1995,Larsen S B 1993;Hostra y 

col1980;Singh y col 1992.) se observó que las diferentes Enterobacterias presentan 

bandas proteínicas comunes a S. mareeseens que fueron reconocidas por los dos 

grupos de sueros infectados y no infectados utilizados (Cuadro 25 ). 

Para establecer si la proteína de 31 kDa identificada era específica de S. 

mareeseens o era un antígeno común entre las enterobacterias, se analizaron 

extractos de proteínas totales de membrana y de membrana externa de diferentes 

enterobacterias. Se encontró que E eoli, Klebsiella pneumoniae y E. agglomerans 

al igual que S. marcescens presenta una banda de 31 kDa con la cual reaccionan 

los sueros de niños infectados y no infectados. Al detenninar la frecuencia de 

reconocimiento se encontró evidencias de que tal proteína es diferente a la de S. 

mareeseens. Para el caso de K. pneumoniae, la proteína de 31 kDa 

reconocida por los dos grupos de sueros infectados y no infectados no parece ser 

de membrana externa debido a la disminución de las frecuencias de reconocimiento 
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cuando se emplean extractos de membrana externa ó de proteínas totales de 

membrana (Cuadro 20) 

Al emplear el sistema gráfico de Larralde y Ximénez para la identificación de los 

antígenos específicos de S. marcescens, se demostró que la PME de 31 kDa es un 

antígeno de elevada específicidad (100%), que tiene una baja frecuencia de 

reconocimiento inespecífico por parte de sueros de pacientes no infectados al ser 

probados contra extractos de otras enterobacterias (37.5%) Y con una respuesta 

discreta en el caso de los sueros no infectados probados contra extractos de S. 

marcescens (10%). Todo esto se presenta en las figuras 15a,15b y 15e con las 

frecuencias de reconocimiento antigénico relevantes de las proteínas de membrana 

de S. marcescens y los antígenos con reacción cruzada de S. marcescens con otras 

Gram-negativas, el cual permite la identificación de fracciones específicas e 

inmunogénicas. 

Lo anterior sugiere que aunque S. marcescens y E. coli presentan una proteína del 

mismo peso molecular, ésta es antigénicamente diferente. 

De acuerdo al análisis estadístico demuestra que aunque la frecuencia de 

reactividad contra las proteínas de S. marcescens de ambos grupos de sueros 

mostró pequeñas diferencias, el reconocimiento contra una banda de 31 kDa con 

los sueros de niños infectados por S. marcescens fue muy superior (IOO%) que la 

mostrada por los sueros de niños no infectados en los cuales la proporción fue de 
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sólo un 25% ( 10 de los 40 sueros) con una alta significancia estadística (p= 

0.0001). 

Se determinaron los valores de sensibilidad , especificidad, valores predictivos 

positivos y valores prédictivos negativos para el caso de las PME de 31 kDa de S. 

marcescens (Cuadro28)y demostró que esta proteína si bien resulta ser un antígeno 

de elevada sensibilidad, posee una moderada especificidad. 

Así, esta PME de 31 kDa parece ser un candidato adecuado para el diseño de 

sistemas de identificación específicos de S. marcescens, en la medida en que se 

emplearan sistemas que incrementase la especificidad de esta proteína propuesta. 

Para ello, se plantea la posibilidad de iniciar estudios de identificación de epítopes 

de la proteína de membrana externa de 31 kDa susceptibles de ser utilizados para 

incrementar la específicidad de esta proteína, sin menoscabo de la sensibiliad 

demostarda . 

Consideramos conveniente realizar estudios con sueros de niños con un control 

más estricto para eliminar la posibilidad de que hayan sido infectados por S. 

marcescens. 
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CONCLUSIONES 

L- Se encontraron patrones electroforéticos semejantes, tanto de proteínas totales 

de membrana como de proteínas de membrana externa, en las 21 cepas de S. 

marcescens estudiadas; las bandas proteicas presentes de manera constante fueron 

de 38, 35,31,28 Y 15 kDa. 

2.- En el caso de las Enterobacterias incluidas en este estudio, los patrones 

electroforeticos de sus proteínas totales de membrana fueron semejantes a los de S. 

marcescens, pero los patrones de proteínas de membrana externa mostraron una 

mayor diversidad. 

3.- Se identificó en S. marcescens una proteína de membrana de 31kDa la cual fue 

reconocida por todos los pacientes infectados; aparentemente ésta es una proteína 

de membrana externa característica de S. marcescens. 

4.- Se demostró que la proteína de 31 kDa de membrana externa de S. marcescens 

tiene una elevada sensibilidad y una adecuada especificidad como marcador 

antigénico de esta bacteria. 

5.- Finalmente, se propone la utilización de esta proteína de membrana externa de 

31 kDa de S. marcescens como candidato para el desarrollo de una técnica de 

identificación del microorganismo especifica, sensible y de bajo costo. 
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