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Estudio de los antigenos superficiales de
dos cepas de Klebsiella pneumoniae.
l. Las proteinas de la membrana externa

AcusTiN MARTINEZ-RAMOS,* ARMANDO |siBAS*™*

RESUMEN

Antecedentes. Los antigenos superficiales de algunas bac-
terias Gram negativas tienen influencia sobre su virulencia y
su susceptibilidad o resistencia al efecto bactericida del sue-
ro humano normal (SHN). Objetivo. Purificar y caracterizar
por electroforesis (PAGE) las proteinas de las membranas
externas (OMP por sus siglas en inglés) de dos cepas de K.
pneumoniae, una sensible (SS) y otra resistente (SR) al efecto
bactericida del suero humano normal y determinar el efecto
inhibitorio de tal actividad de las OMP. Material y métodos.
Las OMP se purificaron y se caracterizaron por electrofore-
sis. Se determino su influencia sobre la actividad bactericida
del suero humano normal. Resultados. Las OMP de ambas
cepas alcanzaron un alto grado de pureza, sus electrofero-
gramas demostraron que tienen una composicién quimica y
una distribucion electroforética esencialmente idéntica. Las
OMP purificadas no mostraron ningin efecto contra la activi-
dad bactericida del SHN. Conclusiones. Las bacterias de
estudio, independientemente de su susceptibilidad o resis-
tencia al SHN, mostraron un alto grado de similitud lo cual
concuerda con otras caracteristicas establecidas en un tra-
bajo previo.

Palabras clave: suero humano normal bactericida, protei-
nas de la membrana externa.

ABSTRACT

Background. Some surface antigens of different Gram-ne-
gative bacteria have some influence on the virulence of such
cells and their susceptibility or resistance to the bactericidal
effect of normal human serum (NHS). Objective. To purify
and characterize by electrophoresis (PAGE) the outer mem-
branes proteins (OMP) from a normal human serum suscep-
tible strain and another resistant one of Klebsiella pneumo-
niae and determine the influence of these OMP on the bac-
tericidal effect of the NHS. Material and methods. Bacterial
OMPs were purified and electrophoretically characterized and
their protective activity on bactericidal effect of NHS were
determined. Results. The OMP of both strains reached a high
grade of purity, their electropherograms demonstrated that
the OMP obtained from both bacterial strains had a chemical
composition and electrophoretic distribution essentially iden-
tical. The purified OMP did not show any inhibitory effect on
serum bactericidal activity. Conclusions. Despite the serum
susceptibility or resistance the strains studied showed a high
degree of similarity.

Key words: normal human serum bactericidal, outer mem-
brane proteins.

1. INTRODUCCION

normal o inmune. Las proteinas de la membrana ex-
terna (PME) destacan por su importancia en este pro-

Diversos componentes de la superficie bacteriana paeso® A las PME se les ha asignado diversas funcio-
recen jugar un papel importante en la susceptibilidadiwes como la activacion del complemento via la unién
resistencia bacteriana al suero, humano o de animalesitre el componente C1q y algunas porinas, particu-
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larmente la Ompk36 d€lebsiella pneumonigtftam-
bién se les han atribuido otras funciones tan diferentes
como ser los receptores de diversos bacteriéfagos de
Escherichia coli®y se propone que son necesarias para
la accion de algunas colicinas, también se les ha asig-
nado una intervencidn importante en el apareamiento
bacteriano en el proceso de conjugacion.

Las bacterias Gram negativas son notablemente
sensibles al efecto bactericida del suero humano, in-
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mune o normal. Se ha descrito p&rgpneumoniage
paraFrancisella tularensisy para otras bacterias

Gram negativas, que la sensibilidad o resistencia 2l2.

suero humano normal, esta asociada con la virulen-
cia; las bacterias aisladas a partir de pacientes con
infecciones clinicas, son en general, resistentes al

suero; por su parte, las bacterias aisladas como floga3.

normal del intestino o de otras fuentes del medio
ambiente, son sensibles a dicho siigtdankowski

y col® proponen que la resistencia al suero puede sér4.

un factor importante que contribuye a la patogenici-
dad de diversas cepas Mleinetobacter anitratustl
efecto bactericida del suero humano normal, se con-
sidera que esté asociado al compleméhtdanto la

via clasica como la alterna del complemento estan
involucradas en la actividad bactericida del suero
contra cepas susceptiblesklepneumoniaé El ca-
lentamiento del suero humano normal a 56°C por 30

ta a las pruebas bioguimicas especificas de la
bacteriat®

Purificacion de las proteinas de la membrana ex-
terna (PME). Las proteinas de las dos cepas se
purificaron de acuerdo con la técnica de Sch-
naitmant®

Andlisis de las PME. Las PME fueron analiza-
das por electroforesis en geles de poliacrilamida
al 11%.

Determinacion de la influencia de las PME pu-
rificadas, sobre la actividad bactericida del
suero humano normal. Se prepararon suspen-
siones de las cepas$ $ S*y se pusieron en
contacto con el suero humano normal en pre-
sencia o en ausencia de una suspension de las
PME purificadas a partir de las dos cepas de
trabajo. Los experimentos se hicieron de acuer-
do con una técnica ya descrita®

minutos inhibe su actividad bactericida, lo cual apo2.4.1 Ensayo de la actividad bactericida del suero y

ya el papel del complemento como el responsable de
tal actividad.

Puesto que la bacteri& Se derivé de las cepas$ S
sin utilizar agentes mutagenéticégs licito postular
gue las diferencias entre los materiales genéticos de
cada una de las cepas son minimas lo que las hace un
instrumento para someterlas a estudios genéticos, fi-
siolégicos, inmunoldgicos u otros, y asi establecer al-
guna o algunas caracteristicas que pudiesen ser las de-
terminantes de la susceptibilidad o resistencia al suero
humano normal.

2. MATERIAL Y METODOS

2.1. Microorganismos: Se utilizaron dos cepasldb-

siella pneumonigauna sensible al suero humano

normal (S) y una variante, resistente al propio suero

(D), la cual se obtuvo a partir de la prim€ram-

bas cepas pertenecen a la coleccién del Laborato-

rio de Microbiologia General del Departamento de

Microbiologia de la Escuela Nacional de Ciencias

Bioldgicas del Instituto Politécnico Nacional.

2.1.1. Conservacion de las cepas: las cepas se conser-
varon en tubos de agar de infusion de cerebro y
corazoén. La identidad de las cepas se determiné
mediante la morfologia colonial y por su respues-
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de la influencia de las PME. La determinacion
se hizo de acuerdo con el siguiente esquema: en
placas de plastico estériles, de 24 pozos, se co-
locaron, en orden de adicion, los siguientes com-
ponentes:

i) Regulador de fosfatos, 0.05 M, pH 7.0, en la
cantidad necesaria para obtener un volumen
final de 1 mL.

ii) 100 pL de la suspension bacteriana estanda-
rizada.

iii) 100 pL de la suspension de PME.

iv) 100 L de suero.

El sistema testigo const6 de regulador y bac-
terias. El sistema para determinar la actividad
bactericida estuvo compuesto de regulador,
bacterias y suero. Los sistemas para determi-
nar la influencia de las PME estuvieron cons-
tituidos de regulador, bacterias, las PME y el
suero.

Cada sistema se mezclé vigorosamente con una
micropipeta estéril, se tomd una alicuota de 100
ML y se cuantificaron las poblaciones microbia-
nas por cuenta viable al tiempo cero del experi-
mento y después de 60 minutos de incubacion a
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37°C. Para cada sistema se utilizé un testigo deCuadro 1. Denominacion de las muestras obtenidas durante la
bacterias en ausencia de suero purificacién de las proteinas de las membranas externas de dos

- cepas de Klebsiella pneumoniae.
2.5. Representacion de los datos. Se construyeron las

gréficas correspondientes y las poblaciones badluestra Denominacion
terianas se expresaron como eﬁ(!@@ las UFC/ Sobrenadante S Sobrenadante después de la Ultima centrifu-
mL. gacion.
Pastilla S Sedimento después de la tltima centrifugacion
y disuelto en el minimo volumen de TRIS-EDTA-
3. ResuLTADOS TRITON X-100.
Sobrenadante R Sobrenadante después de la Ultima centrifu-
3.1. Se confirmd la identidad de las cepas de trabajo de._. gacion. ) . o
. ’ astilla R Sedimento después de la tltima centrifugacion
acuerdo con el criterio propuesto por Mac Faéfdin. y disuelto en el minimo volumen de TRIS-EDTA-
Se encontraron algunas pequefias diferencias en TRITON X-100.

la morfologia colonial de las bacterias, la de la
cepa S tenia mas o menos 1.5 mm de diametro y
era poco mucoide, por su parte, la ceppr8sen-

t6 una colonia de alrededor de tres mm de diame- s l l
tro y muy mucoide.

3.2. El proceso de purificacion de las PME fue exitos 47
so. Los rendimientos, considerados como lacorg 5
centracion de proteinas totales fueron muy alg
tos, se obtuvieron concentraciones del orden d&  2-
4.0 mg/mL. Las fracciones obtenidas después dg
la Gltima centrifugacion indicada en la técnica3
aplicad@® fueron denominadas de acuerdo con 0 ‘ ‘ ‘
el cuadro 1. Sob S Past S Sob R Past R

3.3. Se hizo la cuantificacion de las proteinas presen- Muestras
tes en las fracciones, los rendimientos se repreimbologia de la figura (Cuadro 1)

sentan en la figura 1. Barra Muestra
3.4. Las PME purificadas _con3|deradas en los sobrg(—)b S Sobrenadante de a cepa S
nadantes y en los sedimentos (cuadro 1) se SOlbasts Pastilla de la cepa SS
bilizaron y se sometieron a un analisis electrofoS2® Sobrenadante de la cepa SR
ast R Pastilla de la cepa SR

rético. Se utilizaron dos cantidades diferentes de

cada muestra, 20 y 4@ de protel’nas totales, de- Figura 1. Concentracién de proteina; de las membranas externas
. . de dos cepas de Klebsiella pneumoniae.

terminadas por el método de Lowry et'dEn la

figura 2 se presentan los resultados del analisis

electroforético. Se utilizaron como testigos diver-4, Discusion

sas proteinas de pesos moleculares conocidos.

3.5. Para determinar algun posible papel inhibidor dg| objetivo de este trabajo fue el de estudiar las dos cepas
la actividad bactericida del suero humano nordeKlebsiella pneumonia@stablecer diferencias o simi-
mal contra la cepaSe utilizaron preparaciones litudes entre las proteinas de sus membranas externas y
de las PME de ambas cepas y se adicionarondgterminar alguna posible relacion de estas proteinas con
los sistemas de incubacion en los cuales se lésrespuesta bacteriana al suero humano normal.
puso suero con un 100% de poder bactericida. Diversos componentes de la superficie bacteriana
Los resultados del experimento se muestran gparecen jugar un papel importante en la susceptibili-
la figura 3. dad o resistencia al suero humano normal; asi se han
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30

Log UFC/mL

1 2 3 4 5
Muestras

Simbologia de la figura

Barra Muestra
1 Sistema testigo.
2 Bacterias en ausencia de suero, a los 60 minutos de incuba-
cion.
3 Bacterias en presencia de suero.
Simbologia de la figura 4 Bacterias en presencia de suero y de las PME de la cepa SS.
5 Bacterias en presencia de suero y de las PME de la cepa S*.
Carril Muestra PME
(Mg Tot.) Figura 3. Influencia de las PME sobre la actividad bactericida del
1 Testigos de 30 suero humano normal.
PM
2 Sob S 20
3 Pas SR 20 L
g §°b§2 gg bre el efecto bactericida del suero humano normal.
as . .. . o
6 Sob S 0 Encontraron que dicho efecto bactericida es inhibido
; ggz 22 38 significativamente por dos porinas que se unen eficien-
9 Pas SR 40 temente al componente C1q del complemento.

Petit y col.?? determinaron que vesiculas de las
membranas externas de cepas suero sensibles y suero
resistentes dbleisseria gonorrhoeadienen una im-
portante influencia sobre el efecto bactericida del sue-
implicado algunas proteinas, al polisacarido capsulap humano normal. Las vesiculas de las membranas
y muy importantemente al lipopolisacarido como loexternas de una cepa resistente, adicionadas a sus en-
responsables de la respuesta bacteriana al suero. sayos bactericidas, producian una inhibicion, signifi-

Hildebrandt y col?¢ obtuvieron por transformacién cativamente mas alta, que la producida por las vesicu-
genética cepas d¥eisseria gonorrhoeaeesistentes las de las cepas suero sensibles. Los autores encontra-
al suero las que sufrieron cambios estructurales y antien que las vesiculas de las cepas resistentes tienen
génicos en una de las proteinas principales de la memma gran capacidad para unirse y remover factores bac-
brana externa (POMP). Las bacterias resistentes prericidas cuyo blanco se encuentra en la célula bacte-
sentaron, entre otros cambios, una POMP con un pesiana y que la formacion de vesiculas de la membrana
molecular mas bajo que el de la POMP respectiva dexterna, pueden contribuir a la resistencia al suero quiza
la cepa sensible. Se propone que la resistencia al suertraves de las proteinas de la membrana externa.
de los gonococos, esta relacionada con una POMP dePatel y cof demostraron que cuando al producirse
un peso molecular y una antigenicidad caracteristicosambios de sensibilidad a resistencia al suero normal

Alberti y col*®han desarrollado algunos experimen-enNeisseria gonorrhoeage produjeron pequefios cam-
tos para determinar la influencia de las proteinas d&os, mas cualitativos que cuantitativos de dos protei-
las membranas externaskiebsiella pneumoniaso- nas de 205 kDa y otra de alrededor de 16kDa: Sin em-

Figura 2. Electroforesis (PAGE) de las proteinas de las membranas
externas de klebsiella pneumoniae SSy SR.

94 Enfermedades Infecciosas y Microbiologia volumen 21, nim 3. julio-septiembre, 2001
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bargo, muchas proteinas, incluyendo las de las mer87°C y en ausencia de suero. En la barra 3 se observa
brana externa, fueron mas abundantes en las cepasur-efecto bactericida del 100% del suero humano nor-
sistentes que en las sensibles. mal. Las barras 4 y 5 en las que se determind la activi-
Rice y col.2trataron la proteina Il de la membranadad bactericida del suero en presencia de las PME de
externa déleisseria gonorrhoeason anticuerpos IgG las dos cepas de trabajo, muestran que éstas no tuvie-

humanos purificados. Esta proteina bloqueé la activiron ninguna influencia sobre tal actividad.

dad bactericida del suero humano normal contra el Se puede concluir que las dos cepas bacterianas son
gonococo. Los autores concluyen que la proteina IBensiblemente parecidas entre si, excepto en su sus-

en sueros normales e inmunes juega algun papel endaptibilidad o resistencia al suero.

resistencia al suero ddeisseria gonorrhoeae
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