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RESUMEN 

 

 
Actualmente, las infecciones intrahospitalarias representan uno de los principales 

problemas de salud pública, según estimaciones de la OMS en México hay 450,000 

infecciones relacionadas con la atención sanitaria y 32 muertes por cada 100,000 

habitantes cada año. Una de las bacterias más importantes a la que se le atribuye 

este tipo de infecciones es Klebsiella pneumoniae la cual causa principalmente 

infecciones en tracto urinario, respiratorio y septicemias. K. pneumoniae pertenece 

al grupo de bacterias Gramnegativas denominado “ESKAPE” caracterizadas por su 

multidrogorresistencia. A pesar de la relevancia clínica de este microrganismo, 

hasta la fecha, no existe ninguna vacuna contra K. pneumoniae que haya sido 

autorizada por la FDA o sus equivalentes a nivel mundial, por lo que es necesario 

el desarrollo de nuevas alternativas y enfoques terapéuticos que permitan disminuir 

la incidencia de este tipo de infecciones. 

Por otra parte, se ha documentado que las bacterias Gramnegativas, patógenas y 

no patógenas, producen microvesículas de membrana externa (OMV) in vivo e in 

vitro durante el crecimiento bacteriano. Las microvesículas son complejos 

moleculares con un tamaño entre 20-200 nm de diámetro, secretadas por bacterias 

y están compuestas por lipopolisacáridos, proteínas de membrana externa, 

periplásmicas, citoplasmáticas y lípidos. En su interior se ha comprobado la 

presencia de componentes bacterianos como: ADN, ARN, lipopolisacárido, 

proteínas, enzimas y peptidoglucano y algunos otros factores de virulencia. 

Diversos estudios indican que la secreción de OMV se encuentra relacionada con 

los mecanismos de patogenicidad y que favorecen la interacción microorganismo- 

hospedero. No obstante, en K. pneumoniae poco se conoce sobre los mecanismos 

inmunogénicos asociados a la secreción de OMV. 

En este trabajo se purificaron e inmunizaron por vía intraperitoneal OMV secretadas 

a partir de dos cepas de K. pneumoniae: “ATCC” y “KpBUAP021” en ratones BALB/c 

con la finalidad de evaluar su inmunogenicidad. Los resultados obtenidos mostraron 

que las microvesículas “KpBUAP021” indujeron la producción de anticuerpos de tipo 
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IgG altamente específicos contra las OMV, específicamente IgG2b e IgG3 y en 

menor medida IgG1 e IgG2a, lo que indica una activación de una respuesta inmune 

específica mixta de tipo Th1/Th2 mediada por la inmunidad humoral y celular. El 

análisis estadístico ANOVA demostró que los datos obtenidos presentan diferencias 

estadísticamente significativas en la expresión de inmunoglobulinas por parte de los 

animales inmunizados con las OMVs de “KpBUAP021” con respecto al suero 

preinmune y animales inmunizados con las OMVs de “ATCC”. 

Conclusiones: estos datos demuestran que las propiedades inmunogénicas 

intrínsecas de las OMV derivadas de K. pneumoniae son potentes inductores de 

respuestas inmunitarias innatas y adaptativas por lo que se plantean como 

excelentes candidatas para el desarrollo de una vacuna experimental profiláctica 

segura, eficaz y de fácil producción contra infecciones causadas por el patógeno K. 

pneumoniae. 

Palabras clave: 

 
Microvesículas, Klebsiella pneumoniae, vacunas, infecciones intrahospitalarias. 
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INTRODUCCIÓN 

1.1. Infecciones intrahospitalarias 

 
 

Las infecciones intrahospitalarias (IIH), también conocidas como infecciones 

nosocomiales, son aquellas que aparecen durante la estancia en un hospital y 

afectan a diversos grupos de personas, entre los que destacan principalmente 

personas sanas sin antecedentes de padecimientos relacionados con estas y 

pacientes hospitalizados inmunocomprometidos (Pujol & Limón, 2013). No 

obstante, este tipo de infecciones no se limita formalmente a aquellas que son 

adquiridas en un hospital, por el contrario, también se referencian como infecciones 

asociadas a la atención de la salud (IAAS o HAI, por sus siglas en inglés) debido a 

que pueden ser contraídas en todos aquellos espacios donde se brinda atención a 

la salud como centros de rehabilitación o en clínicas y laboratorios de diagnóstico 

(Haque et al., 2018). 

Asi mismo, pueden ser definidas como "toda enfermedad microbiológica 

clínicamente reconocible que afecta al paciente, como consecuencia de su ingreso 

en el hospital o de su asistencia para el tratamiento, o al personal del hospital como 

consecuencia de su trabajo, cuya sintomatología aparece mientras el afectado está 

en el hospital" (Al-Tawfiq & Tambyah, 2014; Dancer, 2014; Haque et al., 2018). 

Estas infecciones se desarrollan durante el tratamiento y atención a la salud y traen 

como consecuencia la aparición de enfermedades y un aumento significativo de 

muertes de los pacientes, de hecho, se consideran como la principal causa de 

muerte prevenible en pacientes hospitalizados, además, prolongan las estancias 

hospitalarias que resultan en intervenciones diagnósticas y terapéuticas no 

previstas en el tratamiento previamente establecido, lo que conlleva a la generación 

de costos adicionales a los ya incurridos por la enfermedad subyacente del paciente 

(Hughes, 2008). 

De forma general, se puede mencionar que las IAAS de mayor relevancia y 

monitoreo por parte de los Centros para el Control y la Prevención de Enfermedades 

(CDC) son las relacionadas con dispositivos invasivos o procedimientos quirúrgicos 



8 
 

e incluyen principalmente infecciones del torrente sanguíneo asociadas a la línea 

central (CLABSI), del tracto urinario asociadas a catéter (CAUTI), neumonía 

asociada a ventilador (VAP), así como infecciones del sitio quirúrgico (SSI) (Al- 

Tawfiq & Tambyah, 2014; Boev & Kiss, 2017). 

De manera retrospectiva, para el año 500 a.C. en todo el mundo civilizado ya 

existían los hospitales que brindaban cuidado a los enfermos, principalmente en la 

India, Egipto, Palestina y Grecia (Selwyn, 1991). El inicio formal de las infecciones 

intrahospitalarias se remonta a las primeras etapas del desarrollo de los hospitales 

en el año 325, cuando estos son creados como expresión de caridad cristiana para 

los enfermos (Nodarse, 2002). Durante más de 1000 años los hospitales atendieron 

a toda clase de pacientes en sus salas y como resultado las epidemias existentes 

en ese entonces como tifus, cólera, viruela, fiebre tifoidea y puerperal, por 

mencionar algunas, fueron introducidas y propagadas entre los enfermos (Nodarse, 

2002). 

Desde la primera mitad del siglo XVIII hasta la “era bacteriológica” el estudio 

científico de las infecciones hospitalarias o ‘nosocomiales’ del latín tardío 

'nosocomialis' que significa “originario del hospital” y que deriva del griego 

'nosokonos' donde 'nosos', es enfermedad y 'komein' es cuidar, ha archivado 

algunas de las aportaciones más notables (Selwyn, 1991). 

Con la evolución de la humanidad y el desarrollo de nuevos conocimientos se 

comenzaron a implementar diversas medidas que permitieron un control parcial del 

avance de estas enfermedades. Entre los hombres que destacaron por sus aportes 

al conocimiento en las etapas iniciales de las IIH se puede mencionar a Sir John 

Pringle, quien en la década de 1740 hizo las primeras observaciones importantes 

sobre las infecciones adquiridas en hospitales, mientras era médico del ejército 

británico. Pringle, quien actualmente es conocido como el “padre de la medicina 

militar”, implementó en hospitales militares diversas reformas sanitarias que tenían 

como objetivo mejorar la salud, remediando los males asociados al hacinamiento y 

la mala ventilación, con la finalidad de prevenir la propagación de infecciones. En 

su trabajo más importante publicado en 1752, “Observations on the diseases of the 
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army in Camp and Garrison” declaró que, entre las principales causas de 

enfermedad y muerte en el ejército, se encontraba el hospital mismo (Pringle, 1752). 

En una edición posterior de esta obra publicada en el año de 1973, incluyó las 

descripciones de los experimentos que realizó con “sustancias sépticas y 

antisépticas” donde probó la capacidad de estas para prevenir la putrefacción de 

diversos medios con materiales orgánicos, siendo el pionero del establecimiento de 

la noción de antiséptico. Pringle también favoreció la teoría del “contagio animado” 

como responsable de las infecciones nosocomiales, es decir, de la “teoría 

microbiana de la enfermedad” como se conoce en la actualidad (Nodarse, 2002; 

Pringle, 1752; Selwyn, 1991). 

A mediados de la década de 1830, James Young Simpson demostró que la 

mortalidad era proporcional al tamaño de los hospitales y al grado de hacinamiento. 

Asimismo, realizó comparaciones de la tasa de mortalidad por gangrena e infección, 

presentadas después de una amputación entre pacientes ambulatorios y 

hospitalizados, encontrando que estos últimos presentaban un mayor número de 

muertes. Simpson hizo uso del término “hospitalismo” para referirse a las IAAS 

sugiriendo que el cuidado hospitalario podría significar un riesgo de infección a los 

pacientes (Selwyn, 1991; Wiltshire, 1870). 

Años más tarde, los conocimientos aportados por Joseph acerca del papel de las 

bacterias en la sepsis quirúrgica y su demostración de que esta se podía evitar 

eliminando a las bacterias de una herida quirúrgica, sustentaron los principios de la 

cirugía antiséptica. En su publicación de 1867 en “The Lancet” sustentó que el uso 

del ácido carbólico o fenol como antiséptico para lavar el instrumental, las manos 

de los cirujanos y las heridas abiertas, podía ejercer un efecto destructivo sobre los 

microorganismos causantes de las infecciones hospitalarias, incluso diseñó un 

pulverizador con el fin de realizar la aerolización de los quirófanos, lo que disminuyó 

drásticamente la mortalidad de los pacientes quirúrgicos por infecciones (Lister, 

1876; Nodarse, 2002; Selwyn, 1991). 

En nuestro días, diversos estudios de la etiología de estas infecciones han permitido 

conocer con exactitud todos aquellos factores que favorecen la aparición de estas 
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infecciones y que en su mayoría están relacionados con el entorno clínico donde se 

incluyen también factores ambientales relacionados con las instalaciones e incluso 

factores ligados a los pacientes, el personal y visitantes. Estos abarcan transmisión 

por el personal médico u otras personas del hospital en cuyo caso se reconoce 

como infección cruzada; la utilización de equipos, instrumentos y dispositivos 

invasivos contaminados, entre los que destacan aquellos asociados a ventilación 

mecánica o sondaje uretral; el ingreso de microrganismos oportunistas después de 

una cirugía o procedimiento que compromete la barrera cutánea como infección de 

las incisiones quirúrgicas o lesiones de la piel y de las membranas mucosas; 

inhalación de aerosoles infectados, la diseminación hematógena a partir de otro foco 

de sepsis, a través de las intervenciones diagnósticas, quirúrgicas y terapéuticas; el 

uso inapropiado o tratamientos prolongados de terapias antimicrobianas e inclusive 

aquella atribuida a microorganismos transportados por el paciente antes de la 

aparición de la enfermedad adquirida en el hospital, es decir, autoinfección (Parker, 

1978; Salazar, 2012; Zamora et al., 2015). 

Por su parte, existe una gran variedad de microrganismos responsables de los 

diferentes tipos de IAAS entre los que destacan principalmente las bacterias, al ser 

microorganismos multidrogorresistentes (MDRO) como enterococos resistentes a la 

vancomicina (VRE, por sus siglas en inglés), Staphylococcus aureus resistente a la 

meticilina (MRSA, por sus siglas en inglés), Acinetobacter baumannii, Clostridium 

difficile, Pseudomonas aeruginosa, Burkholderia cepacia, Enterobacteriaceae 

resistentes a los carbapenémicos, Mycobacterium tuberculosis y algunas bacterias 

Gram negativas como Klebsiella spp. y Escherichia coli las cuales han sido 

estudiadas debido a su prevalencia en los hospitales, además de que presentan una 

mayor resistencia a las terapias con antibióticos, algunos virus como los norovirus 

y hongos o parásitos fúngicos los cuales varían entre las diferentes poblaciones de 

pacientes, las instalaciones médicas y el entorno en el que se brinda la atención (Al-

Tawfiq & Tambyah, 2014; Dancer, 2014; Khan et al., 2017; Suleyman et al., 2018). 
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1.2. Resistencia a antibióticos 

 

 
Uno de los principales tratamientos que se ha implementado para las infecciones 

nosocomiales, específicamente en aquellas que derivan de la exposición a agentes 

patógenos bacterianos, ha sido tratamiento con antibióticos, mismo que ha logrado 

reducir considerablemente la mortalidad atribuida a estas enfermedades infecciosas 

(WHO, 2002). Por consiguiente, junto con las infecciones nosocomiales se presenta 

otra de las problemáticas de alerta a nivel mundial: la resistencia a antibióticos 

desarrollada por las bacterias causantes de estas. 

Hoy en día, el uso no conmensurado y tratamientos prolongados con antibióticos ha 

traído como consecuencia la potenciación del desarrollo de cepas multirresistentes 

lo que se traduce en graves problemas para el sistema sanitario que se reflejan en 

un aumento considerable de costos y mortalidad de los pacientes hospitalizados 

(Chávez-Jacobo, 2020; WHO, 2002). 

En el año 2009 fue introducido el término “ESKAPE” por la Sociedad Americana de 

Enfermedades Infecciosas (IDSA), mismo que hace referencia a los patógenos 

como Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, 

Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter species cuya 

importancia se debe a su elevada incidencia en las IIH (Arias-Flores et al., 2016; 

Benkő et al., 2020; Cardo et al., 2010; Miró-Canturri et al., 2019). Con el casi nulo 

descubrimiento y desarrollo de nuevos antibióticos, la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) ha decretado a la resistencia antimicrobiana como uno de los 

principales problemas del siglo XXI (Miró-Canturri et al., 2019; Munita & Arias, 

2016). 

1.3. Epidemiología e infecciones nosocomiales en México 

 
 

Las IAAS ocurren en los centros de salud en todo el mundo. Se estima que en 

cualquier momento, más de 1,4 millones de personas a nivel mundial padecen 

infecciones contraídas en hospitales (WHO, 2005). De acuerdo con la Organización 

Mundial de la Salud, por cada 100 pacientes al menos 7 en países desarrollados y 
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10 en países en desarrollo, adquirirán al menos una IAAS además de que al menos 

el 15% de los pacientes hospitalizados padecerán estas infecciones (Danasekaran 

et al., 2014; Khan et al., 2017). 

El Centro Europeo para la Prevención y el Control de Enfermedades (ECDC) estimó 

en 2015, que alrededor de 4 millones de pacientes son afectados cada año en 

Europa y como consecuencia de esto, se generan alrededor de 16 millones de días 

adicionales de estadía hospitalarias. Aunado a lo anterior, se reporta que las 

pérdidas financieras anuales se aproximan a los 7 mil millones de euros. Por otro 

lado, el ECDC reporta que existe una prevalencia del 7,1 % de estas infecciones en 

los países europeos (WHO, 2016) 

En lo que respecta a Estados Unidos de América (EE.UU.), en 2002 se estimó que 

la tasa de incidencia de las HAI fue de aproximadamente 4,5% y se reportaron 

alrededor de 1,7 millones de pacientes afectados (WHO, 2016). Asimismo, se 

estima que el costo anual en los hospitales de las IAAS oscila entre $36 y $45 mil 

millones de dolares (Rennert-May et al., 2018). Para el año 2014 una encuesta 

multiestatal en este mismo país, estimó la prevalencia en hospitales de cuidados 

intensivos reportando 648 mil pacientes con IAAS y que en un día determinado, al 

menos 1 de cada 25 pacientes hospitalizados presentaba al menos un IAAS. 

Además, alrededor de 75 mil pacientes que presentaron una infección de naturaleza 

nosocomial fallecieron durante su hospitalización (Magill et al., 2014). No obstante 

el CDC (2019-2020) reporta que “a nivel nacional, en los hospitales hubo una 

disminución estadísticamente significativa del 5 al 11% en casos relacionados con 

infección por Clostridioides difficile y “SSI”. Por su parte, no se reportaron cambios 

significativos en CAUTI pero sí aumentos significativos en VAP (35 %), CLABSI (24 

%) y MRSA (15 %) entre los años 2019 y 2020 (CDC, 2020). 

 
En Canadá, se prevé que aproximadamente 200 mil pacientes desarrollarán IAAS 

cada año y que más de 8 mil pacientes mueren como resultado de estas infecciones 

(Zoutman et al., 2003). En el último informe publicado por el Canada Communicable 

Disease Report (CCDR) se reporta que entre el año 2013 y 2017 las infecciones por 

C. difficile adquiridas en hospitales disminuyeron en un 25%, mientras que las 
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infecciones de origen nosocomial por VRE aumentaron en un 24% a diferencia de 

las infecciones por MRSA que disminuyeron un 6% (CCDR, 2019). 

Simultáneamente, se reporta que en los países en desarrollo, el riesgo de contraer 

infecciones nosocomiales es entre 2 y 20 veces superior en comparación con los 

países industrializados y que en algunos de estos, los pacientes afectados pueden 

superar hasta un 25%. A su vez, la prevalencia de IAAS en los nosocomios y centros 

de atención medica en estos países, se encuentra entre un 5.7% y 19,1%, mientas 

que la prevalencia en los países desarrollados va desde 3,5% hasta el 12% (WHO, 

2016). 

Acorde a estimaciones de la Organización Mundial de la Salud, en México hay 

450,000 infecciones relacionadas con la atención de la salud y 32 muertes por cada 

100,000 habitantes cada año, sus costos médicos anuales se acercan a los 32 mil 

millones de pesos (US $1,500 millones) (WHO, 2005). Por otro lado, algunos 

informes muestran que la prevalencia de las infecciones puede llegar al 21% de los 

casos hospitalizados, o incluso al 23% en la unidad de cuidados intensivos 

(Castañeda & Valdespino, 2015). Estas cifras duplican o triplican los estándares 

internaciones definidos para este tipo de infecciones (Rodríguez Salgado, 2018). 

En México, la Red Hospitalaria de Vigilancia Epidemiológica (RHOVE), está 

encargada de la vigilancia de las IAAS. Esta red aporta y establece los indicadores 

que permiten tener acceso a la información necesaria para la evaluación y 

seguimiento epidemiológico de las IAAS en el país. 

La RHOVE cuenta con una NOM: NOM-045-SSA2-2005 la cual establece los 

criterios que deben ser seguidos por todas las instituciones de atención que prestan 

servicios médicos tanto de sectores público, social y privado del Sistema Nacional 

de Salud para la prevención, vigilancia y control epidemiológicos de las infecciones 

nosocomiales que afectan la salud de la población usuaria de los servicios médicos 

prestados por los hospitales (Secretaria de Salud, 2009). Sin embargo, en 2015, las 

unidades adscritas fueron 385, de las cuales solamente 378 realizaron al menos 

una captura durante el año. Esto equivale al 8.5% de las unidades hospitalarias 

registradas en ese mismo año (Rodríguez Salgado, 2018). 
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Según el informe de 2015 de la RHOVE, las principales IAAS notificadas por las 

instituciones de salud en el país fueron bacteriemia, neumonía e infecciones de vías 

urinarias como se muestra en la tabla I. 

Tabla I. Principales IAAS registradas en las instituciones hospitalarias de la RHOVE en 2015. 
 

Tipo de infección Total de hospitales Porcentaje 

Bacteriemia 14,856 24.0 

Neumonía 12,851 20.7 

Infección de vías urinarias 9,750 15.7 

Infección de sitio quirúrgico 9,301 15.0 

Otras1 15,211 24.6 

1Incluye: infección del sitio de inserción del catéter, infecciones de piel y tejidos blandos, conjuntivitis, 

gastroenteritis, infección de úlceras de decúbito, entre otras. Modificada de Rodríguez Salgado, 

 

De acuerdo con lo reportado en el informe de la Dirección General De Epidemiología 

(DGE) en conjunto con la Secretaría de Salud y la RHOVE en 2016 de las 61,969 

IAAS notificadas en el 56.3% de ellas se logró realizar la identificación del agente 

etiológico donde destacan E. coli, P. aeruginosa y Klebsiella pneumoniae tal y como 

se muestra en la tabla II (DGE & SSA, 2016). 

Tabla II. Principales agentes etiológicos identificados como agentes causales de las IAAS en 

las instituciones hospitalarias adscritas a la RHOVE en 2015. 

 

Agente etiológico Total de casos Porcentaje % 

Escherichia coli 6,550 18.8 

Pseudomonas aeruginosa 4,342 12.4 

Klebsiella pneumoniae 3,310 9.5 

Otros 12,098 34.7 

 
Modificada de DGE & SSA, 2016. 

 

 

Aunado a lo anterior, en el mismo reporte se desglosan algunas de las infecciones 

nosocomiales con mayor incidencia entre la población mexicana, asi como los 

principales agentes etiológicos aislados de estas. 
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Tabla III. Principales microrganismos patógenos aislados de infecciones nosocomiales 

reportados a la RHOVE. 

 

Sitio Microorganismo patógeno Porcentaje (%) 

Neumonía 
Klebsiella pneumoniae 20% 

Pseudomonas Spp 15% 

Infección de herida 

superficial 

E. coli 32% 

P. aeruginosa 21% 

No se aisló 26% 

Infección de herida 

profunda 

E. coli 25% 

S. aureus 25% 

No se aisló 17% 

 
Infecciones de vías 

urinarias 

E. coli 42% 

S. aureus 12% 

Klebsiella pneumoniae 8% 

No se aisló 21% 

 
Bacteriemia primaria 

E. coagulasa negativo 19% 

S. marcenscens 19% 

Klebsiella pneumoniae 15% 

 
Modificada de DGE & SSA, 2016. 

 

 

En conjunto, todos estos datos evidencian que la incidencia de las IAAS a nivel 

mundial es cada vez mayor, además de que siguen siendo una de las causas de 

mortalidad más importantes. No obstante, muchos países aún carecen de un 

sistema de vigilancia que permita un control y monitoreo constante de este tipo de 

infecciones por lo que estas, a pesar de ser prevenibles, aun representan un grave 

problema de salud pública, principalmente en los países en desarrollo. 

Las bacterias Gramnegativas son responsables de la mayoría de las infecciones 

nosocomiales, incluidas la neumonía, las infecciones del tracto urinario, las 

infecciones intraabdominales, además, son una causa importante de infecciones del 

torrente sanguíneo. En los últimos años, las infecciones nosocomiales causadas por 

bacterias Gramnegativas resistentes a una amplia gama de antibióticos como E. 
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coli, K. pneumoniae y A. baumannii han presentado una tendencia ascendente. De 

hecho, en concordancia con el último informe de las unidades RHOVE, en el año 

2016, los patógenos más comunes en la neumonía asociada a ventilación mecánica 

fueron bacilos Gramnegativos, que se reportaron en más de 60% de los casos y 

donde destacaron por su frecuencia P. aeruginosa, A. baumannii y K. pneumoniae 

(DGE & SSA, 2016; Rodríguez Salgado, 2018). 

A pesar de los esfuerzos para reducir la incidencia de las IAAS, en la actualidad 

existen diversas problemáticas que se deben afrontar para reducirlas, como la 

creciente cifra de pacientes que presentan comorbilidades y pacientes 

inmunodeprimidos, la aparición de bacterias resistentes a antibióticos, las 

prolongadas estadías de los pacientes que aumenta significativamente el riesgo de 

contraer una infección, la utilización de dispositivos asi como de procedimientos 

invasivos, además de las infecciones micóticas y virales subyacente exigen el 

surgimiento de nuevas terapias antimicrobianas, vacunas profilácticas y una 

aplicación estricta de las medidas de prevención que en conjunto busquen mitigar 

significativamente la aparición y propagación de las IAAS a nivel mundial. 

1.4. Enterobacterias 

 

 
La familia Enterobacteriaceae, son un grupo de bacilos Gramnegativos, algunos 

forman parte de la microbiota normal del humano y de animales. Esta familia 

comprende diversos géneros entre los que se encuentran: Escherichia, Shigella, 

Salmonella, Enterobacter, Klebsiella, Serratia, Proteus, entre otros, siendo E. coli la 

más común en la microbiota normal de los hospederos. Los géneros con las 

especies más virulentas incluyen Escherichia, Shigella, Salmonella, Klebsiella y 

Yersinia (Jameson, 2018; Ryan, 2017). 

Los componentes de su superficie celular, como los antígenos O de los 

lipopolisacáridos, los antígenos capsulares K y los antígenos flagelares H son 

relevantes debido a que desempeñan funciones en la patogénesis de las 

infecciones bacterianas. Además, estas bacterias tienen la capacidad de producir y 



17 
 

liberar diversas toxinas y factores de virulencia al medio extracelular ( Riedel, 2020; 

Rojas, 1995; Romero & Iregui, 2010). 

 

Figura 1. Estructura de la envoltura celular de las bacterias Gramnegativas. Modificada de 

Bertrand, 2013. 

 

1.5. Diagnóstico 

 

 
El diagnóstico de las infecciones nosocomiales en el paciente permite plantear un 

esquema terapéutico eficaz que permita el tratamiento y eliminación del proceso 

patológico. En la actualidad, el cultivo de las enterobacterias a partir de muestras 

de orina, sangre, pus, líquido cefalorraquídeo, esputo u otro material orgánico, 

proveniente del paciente infectado, en placas con medios diferenciarles, selectivos 

y enriquecidos es el principal método para el diagnóstico, ya que permite una rápida 

identificación preliminar de estas bacterias. Más aún, en conjunto con otras técnicas 

donde se incluyen antibiogramas y pruebas bioquímicas, hacen posible la 

identificación más específica del microorganismo causal (Jameson, 2018; Riedel, 

2020; Ryan, 2017). 

En los últimos años, han surgido nuevas técnica más sensibles que han logrado 

mejorar el diagnóstico como la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) que 

permite el análisis directo de ácidos nucleicos para la detección de genes de toxinas, 
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adhesinas o invasinas y las técnicas de inmunodiagnóstico, permitiendo asi la 

identificación más rápida y precisa de las bacterias patógenas (Jameson, 2018). 

1.6. Tratamiento 

 

 
Actualmente existe un número limitado de agentes antimicrobianos efectivos contra 

los microorganismos Gramnegativos multirresistentes. Generalmente, el 

tratamiento para las infecciones causadas por este tipo de bacterias se basaba en 

la utilización de antimicrobianos de amplio espectro. No obstante, estas presentan 

una alta resistencia a la mayoría de los antibióticos disponibles debido a que han 

desarrollan diversos mecanismos de adaptación frente a la presencia de estas 

sustancias (Jameson, 2018; Riedel, 2020; Ryan, 2017). 

De manera general, los mecanismos de resistencia consisten en: la inactivación del 

antibiótico por la producción de enzimas, como las betalactamasas adquiridas por 

mecanismos de transferencia horizontal de elementos genéticos móviles como 

plásmidos; mutaciones en los sitios de acción de los antibióticos; alteraciones en la 

permeabilidad de las porinas y bombas de eflujo que eliminan a los antibióticos de 

la célula por medio de proteínas de membrana (Daza, 1998; Salgado et al., 2015). 

Y aunque los carbapenémicos fueron considerados por décadas como los agentes 

antimicrobianos más eficaces contra estos patógenos, el reciente aumento en la 

propagación de bacterias productoras de betalactamasas de espectro extendido 

(BLEE) derivado del uso excesivo de algunos antibióticos betalactámicos de amplio 

espectro ha reducido las opciones disponibles de terapias antimicrobianas, 

aumentado drásticamente la necesidad de redescubrir, introducir nuevos 

antibióticos o desarrollar nuevos tratamientos basados en la combinación de 

antibióticos con actividad disminuida (Bassetti et al., 2019; Bassetti & Righi, 2015; 

Doi, 2019). 

1.7. Klebsiella pneumoniae 
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Es una bacteria Gramnegativa, descrita por primera vez por Carl Friedlander en 

1882 y forma parte de la familia de las Enterobacterias (Ashurst & Dawson, 2022). 

Su morfología sigue las características anteriormente descritas, pero al igual que 

todas las bacterias que componen a esta familia, tiene diversas particularidades. K. 

pneumoniae se caracteriza por tener una morfología de bacilo, descrita como no 

móvil, sin embargo, en un estudio realizado por Carabarin-Lima y colaboradores se 

demostró la presencia de un flagelo polar el cual le proporciona movilidad 

(Carabarin-Lima et al., 2016). Es anaerobia facultativa, se encuentra como células 

individuales y posee cápsula. En cultivos, que comúnmente se realizan sobre placas 

de agar chocolate o agar sangre, sus colonias se caracterizan por ser grandes y 

mucoides, asi mismo fermenta lactosa y produce colonias ácidas, de color rosa en 

agar de MacConkey, y comúnmente produce pruebas positivas para lisina 

descarboxilasa y citrato (Riedel, 2020). 

Las especies del género Klebsiella, llamado así en honor al microbiólogo alemán 

Edwin Klebs, son ubicuas debido a que tienen una gran capacidad de adaptarse a 

diferentes nichos ecológicos y hospederos de diferentes especies. Aunado a esto, 

puede encontrarse ampliamente distribuida en diferentes hábitats como aguas 

residuales o plantas. Esta bacteria es un patógeno oportunista, común en humanos 

y otros animales, colonizando las mucosas principalmente. La microbiota 

nasofaríngea y, especialmente la del tracto gastrointestinal, son los reservorios de 

esta bacteria (Arenas et al., 2009; Bagley, 1985). 

En humanos, la prevalencia de colonización en el colon por K. pneumoniae oscila 

entre un 5% y 35%, mientras que en la bucofaringe, sistema respiratorio y en las 

heces es del 1% al 5%; frecuentemente, la piel se coloniza únicamente de manera 

transitoria (Echeverri & Cataño, 2010; Jameson, 2018; Riedel, 2020). 

1.8. Relevancia clínica 

 

 
K. pneumoniae es uno de los principales patógenos responsables de causar 

infecciones intrahospitalarias, debido a que coloniza las mucosas y la piel de 

pacientes hospitalizados, ocasionando infecciones del tracto respiratorio e 
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infecciones en vías urinarias. Actualmente, se han descrito dos variantes de K. 

pneumoniae: la clásica (cKpn) conocida como el patotipo etiológico responsable de 

infecciones en el tracto urinario, neumonía, bacteriemia y sepsis en pacientes 

inmunocomprometidos y K. pneumoniae hipervirulenta (hvKpn) descubierta a 

mediados de la década de 1980 en Taiwán y causa infecciones invasivas como: 

abscesos prostáticos, hepáticos, pulmonares, renales y óseos seguidos por el 

desarrollo de metástasis o diseminación a otros órganos que puede o no incluir 

bacteriemia secundaria (Catalán-Nájera et al., 2017; Jameson, 2018; Zhu et al., 

2021). 

De hecho, las especies de Klebsiella, donde destaca K. pneumoniae, se encuentran 

entre las 10 bacterias más patógenas causantes de este tipo de infecciones, 

además de que se clasifica como uno de los géneros bacterianos con mayor 

resistencia a los antimicrobianos, resultado de la adquisición de plásmidos 

codificantes para carbapenemasas y BLEE, que le confieren resistencia a las 

cefalosporinas, fluoroquinolonas, clotrimoxazol, aminoglucósidos y antibióticos 

carbapenémicos (Li et al., 2014; Riedel, 2020; Ryan, 2017). 

1.9. Factores de virulencia de Klebsiella pneumoniae 

 

Los factores de virulencia han sido bien caracterizados y los que contribuyen a la 

patogenia de K. pneumoniae son principalmente cuatro e incluyen: cápsula, LPS, 

fimbrias y sideróforos (Paczosa & Mecsas, 2016; Zhu et al., 2021). 

Algunos otros factores han sido recientemente identificados e incluyen proteínas de 

la membrana externa (OMP), porinas, bombas de expulsión, sistemas de transporte 

de hierro, producción de citotoxinas, enterotoxinas y hemolisina. Sin embargo, estos 

no han sido completamente caracterizados. además de que se cree presentan un 

papel menor en la patogénesis de Klebsiella (Paczosa & Mecsas, 2016; Podschun 

& Ullmann, 1998). 

K. pneumoniae posee una capsula formada por polisacáridos que recubre los 

antígenos somáticos (O y H) y es identificable mediante la prueba de Quellung 

(Jameson, 2018; Ryan, 2017). La cápsula es el factor de virulencia más estudiado 



21 
 

de K. pneumoniae. Esta le brinda protección a la bacteria contra la fagocitosis por 

granulocitos polimorfonucleares, evita que esta bacteria sea internalizada y 

procesada para la presentación antigénica, contribuye a la resistencia contra el 

complemento y evita la destrucción de la bacteria por factores séricos inhibiendo la 

activación o captación de componentes del complemento, especialmente C3b. 

Hasta la fecha se han identificado alrededor de 78 serotipos capsulares para K. 

pneumoniae. De los cuales, los serotipos K1, K2, K4 y K5 son generalmente más 

virulentas en comparación con otros serotipos, además K1 y K2 presentan una 

mayor resistencia a la fagocitosis y muerte intracelular por macrófagos alveolares y 

neutrófilos. Por su parte K2 es el tipo más frecuente aislado en el ámbito clínico y 

se encuentra comúnmente en aislados de pacientes con UTI, neumonía o 

bacteriemia. Las cepas hvKpn pueden producir una hipercápsula, conocida como 

hipermucoviscosa, que contribuye significativamente en la patogenicidad de esta 

bacteria y tiende a ser de mayor grosor en comparación con la de la cepa cKpn 

(López-Vargas & Echeverri, 2010; Paczosa & Mecsas, 2016; Podschun & Ullmann, 

1998; Zhu et al., 2021). 

El proceso infeccioso por parte de Klebsiella comienza con su adherencia a las 

células del hospedero a través de pilis, también como fimbrias, ubicados en la 

superficie bacteriana, de los cuales existen dos tipos predominantes en Klebsiella 

spp: el tipo 1 y el tipo 3. Las fimbrias son las principales estructuras adhesivas que 

se han caracterizado como factores de patogenicidad. Su relevancia en la 

patogénesis bacteriana se atribuye a que permiten la unión de la bacteria con las 

mucosas, así como a las células epiteliales de los tractos urogenital, respiratorio e 

intestinal, mediando la colonización bacteriana en estos compartimentos 

anatómicos. A su vez, pueden participar en la formación de biopelículas y la unión 

a superficies abióticas como catéteres permanentes u otros dispositivos médicos. 

El tipo 1, esta principalmente asociado a las infecciones del tracto urinario, mientras 

que el tipo 3 interviene en la adherencia a las células endoteliales y en los epitelios 

del tracto respiratorio y urinario. Las fimbrias de tipo 1 también son capaces de 

unirse a glicoproteínas solubles en la orina o en la saliva, además de expresarse en 

el 90% de los casos clínicos (Hornick et al., 1992; Iwahi et al., 1983; Li et al., 2014; 

Paczosa & Mecsas, 2016; Podschun & Ullmann, 1998). 
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En lo que respecta al LPS, es un importante factor de virulencia que protege a K. 

pneumoniae contra las defensas humorales, debido a que a través del antígeno O, 

evita la muerte de la célula bacteriana mediada por complemento. Las cadenas 

laterales de este antígeno pueden atravesar la capa capsular y quedar expuestas al 

medio extracelular provocando que C3b se fije a sus cadenas laterales más largas 

lo que provoca que C3b se una lejos de la membrana bacteriana previniendo así la 

formación del complejo de ataque a membrana. No obstante, el LPS también puede 

ser un fuerte activador inmunológico capaz de activar el complemento. El lípido A, 

es un ligando del receptor tipo Toll-4 (TLR4), al ser estimulado conduce a la 

producción de citocinas que reclutan y activan las respuestas celulares, incluidos 

los neutrófilos y los macrófagos, capaces de eliminar la infección por K. 

pneumoniae. Es por ello por lo que algunas cepas de K. pneumoniae protegen a los 

LPS con la capsula, evitando asi que estos sean reconocidos por este tipo de 

receptor. A diferencia de antígenos K, en K. pneumoniae solo se han identificado 9 

tipos de antígenos O siendo O1 el más común en los aislamientos clínicos (Li et al., 

2014; Paczosa & Mecsas, 2016; Podschun & Ullmann, 1998; Zhu et al., 2021). 

 

 

Figura 2. Factores de virulencia presentes en Klebsiella pneumoniae. Modificada de Paczosa & 

Mecsas, 2016. 

Finalmente, una de las estrategias más utilizadas por parte de muchos patógenos, 

incluido K. pneumoniae, para asegurar su suministro de hierro en el hospedero es 
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la secreción de sideróforos. Estos son moléculas que se sintetizan dentro de las 

bacterias para posteriormente ser secretados al medio extracelular donde se unen 

al hierro para luego transportarlo de regreso a la célula. El hierro es un factor 

esencial en el crecimiento bacteriano, a pesar de ello, es un recurso limitado ya que 

se encuentra unido intracelularmente a proteínas como la hemoglobina, la ferritina, 

la hemosiderina y la mioglobina, y extracelularmente a proteínas fijadoras de hierro 

de alta afinidad como la lactoferrina y transferrina. Es por ello que los sideróforos al 

poseer una mayor afinidad por el hierro son capaces de captarlo de forma 

competitiva con estas proteínas. La producción de más de un sideróforo por K. 

pneumoniae representa una de las estrategias que permite optimizar la colonización 

en diferentes tejidos, además de que evita la neutralización de un sideróforo por 

parte del huésped. La cepa hvKP produce cuatro sideróforos diferentes incluyendo 

la enterobactina también conocida como enteroquelina, yersiniabactina, 

salmoquelina y aerobactina, siendo la enterobactina la de mayor afinidad (Holden 

et al., 2016; Li et al., 2014; Paczosa & Mecsas, 2016; Podschun & Ullmann, 1998; 

Sah et al., 2015; Zhu et al., 2021). 

Aunado a todo lo anterior, K. pneumoniae es capaz de secretar naturalmente LPS, 

proteínas y en los últimos años se ha detectado la secreción de vesículas de 

membrana externa (OMV, por sus siglas en inglés), también llamadas 

microvesículas, al medio extracelular durante sus diferentes etapas de crecimiento 

y desarrollo bacteriano tanto in vitro como in vivo. 

1.10. Vesículas de la membrana externa (OMV) 

 

 
Las bacterias Gramnegativas patógenas y comensales tienen la capacidad de 

producir vesículas de la membrana externa (OMV), también conocidas como 

microvesículas, como subproductos de su crecimiento natural microbiano. No 

obstante, diversos estudios apuntan a que la secreción de estas microvesículas 

corresponde a un mecanismo de secreción de una gran variedad de factores de 

virulencia separados de la célula bacteriana, entre los que se incluye la resistencia 

a antibióticos. Estas son ampliamente estudiadas debido a que contribuyen a la 
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patogénesis bacteriana mediante el tráfico de cargo molecular desde las 

membranas bacterianas hasta las células diana, que pueden ser otras células 

bacterianas así como células eucariotas, en la interacción hospedero-patógeno (Lee 

et al., 2012). 

Las OMV, son liposomas esféricos que varían de aproximadamente 20 nm a 250 

nm de tamaño. Estas son complejos moleculares que poseen una membrana bicapa 

que consiste principalmente de lipopolisacáridos, antígenos de superficie de la 

bacteria que los secreta, proteínas de la membrana externa, proteínas y 

componentes periplasmáticos, lípidos, e incluso proteínas citoplasmáticas. Diversos 

análisis en torno a estas microvesículas, han comprobado que dentro de ellas se 

contienen diversos componentes bacterianos, principalmente algunos factores de 

virulencia, entre los que destacan ADN, ARN, LPS, proteínas, enzimas como 

proteasas, β-lactamasas, fosfatasas ácidas, β-glucuronidasas, lipasas, ureasas, 

celulasas y quitinasas, proteínas chaperonas como Hsp 60, toxinas, fimbrias y 

peptidoglucano (Anand & Chaudhuri, 2016; Ellis & Kuehn, 2010; Jagannadham & 

Chattopadhyay, 2015). 

 

 
Figura 3. Diagrama esquemático de una vesícula de membrana externa también denominada como 

microvesícula (OMV) donde se muestran los diferentes componentes que conforman su envoltura 

donde destaca el LPS, el antígeno O y el contenido localizado en su interior: proteínas, ADN 

bicatenario, ARN, plásmidos, enzimas, entre otros. Modificada de Anand & Chaudhuri, 2016. 
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El descubrimiento de las microvesículas se remonta a finales de la década de 1950 

cuando DE (1959) en su artículo “Enterotoxicity of Bacteria-free Culture-filtrate of 

Vibrio cholerae” reportó que la inoculación de un filtrado estéril extraído de un cultivo 

de Vibrio cholerae en el lumen del intestino delgado de conejo, mostraba cambios 

histológicos como edema de la mucosa y/o submucosa además de provocar una 

respuesta inmune atribuida a la infiltración de la membrana mucosa con linfocitos y 

ocasionalmente células polimorfonucleares, congestión de los vasos sanguíneos y 

cierta denudación del epitelio superficial (De, 1959). 

Años más tarde, en 1965, las microvesículas fueron detectadas por primera vez en 

el sobrenadante libre de células de un cultivo de E. coli desarrollado en condiciones 

de crecimiento limitantes de lisina donde se encontró que esta bacteria liberaba 

cantidades significativas de LPS soluble. Los análisis a través de microscopía 

electrónica revelaron que en realidad se desprendían pequeñas estructuras 

esféricas con un centro denso en electrones y que estas vesículas se derivaban de 

la membrana externa. Poco después, en otros estudios con otras bacterias 

Gramnegativas, se descubrió que V. cholerae liberaba vesículas esféricas que se 

producían al “pellizcar” la membrana externa (Chatterjee & Chaudhuri, 2011; Haurat 

et al., 2015; Jagannadham & Chattopadhyay, 2015; Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 

2015; Kulp & Kuehn, 2010). 

Si bien, la producción de microvesículas por parte de las bacterias fue considerada 

en un inicio como resultado del crecimiento o de la lisis de la célula bacteriana, en 

años más recientes, se ha estudiado su biogénesis asi como su funciones en la 

supervivencia y en la patogénesis bacteriana de las bacterias que las secretan. 

1.11. Funciones de las microvesículas 

 

 
Las microvesículas funcionan como vehículos de secreción, distribución y 

transporte de una gran cantidad de moléculas que conforman su cargo (adhesinas, 

toxinas y enzimas), protegiéndolas de degradación frente a las proteasas y 

anticuerpos del hospedero encontrados en el espacio extracelular. Por la naturaleza 

de este cargo, las OMV contribuyen a la supervivencia, virulencia y patogenia 
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bacteriana promoviendo la colonización del hospedero (Haurat et al., 2015; Sartorio 

et al., 2021; van der Pol et al., 2015). 

 
La secreción de las OMV les permite a las bacterias como K. pneumoniae establecer 

interacciones con diferentes células ya que, debido a su pequeño tamaño, estas 

pueden diseminarse en una amplia zona de su entorno incluso en sitios inaccesibles 

para la bacteria, sin gastar energía e impartir funciones biológicas que incluyen: la 

regulación de la expresión génica en respuesta a la señalización del quórum 

sensing; formación de biopelículas que favorece la supervivencia y brinda 

protección contra antibióticos, moléculas de complemento y anticuerpos a las 

bacterias que la conforman; administración de toxinas y compuestos 

inmunomoduladores; hidrólisis de polisacáridos; adquisición de nutrientes por 

algunas enzimas como la aminopeptidasa; comunicación intracelular y extracelular; 

competencia interbacteriana y la transferencia horizontal de genes por plásmidos, 

fragmentos de ADN cromosómico o ADN de bacteriófagos (Haurat et al., 2015; 

Jagannadham & Chattopadhyay, 2015; Kulkarni & Jagannadham, 2014; Kulp & 

Kuehn, 2010). 

 

 
Figura 4. Principales funciones que desempeñan las microvesículas. Modificada de Sartorio, 2021. 

 
Asimismo, uno de los mecanismos de defensa que presentan la bacterias contra 

moléculas o agentes que atacan su superficie es el aumento en la producción de 
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OMV. Durante la fijación del fago, la bacteria aumenta la formación de OMV con la 

finalidad de liberarlo antes de que se inyecte el ADN. Además, las OMV liberadas 

actúan como señuelo para los fagos que pudieran estar presentes en el ambiente 

reduciendo asi la capacidad de estos para infectar la célula bacteriana. Por otro 

lado, se ha descrito que las microvesículas participan en la defensa bacteriana 

contra los antibióticos que atacan las membranas como la colistina ya que, como en 

la infección por fagos, el aumento en la producción de OMV que actúan como 

señuelos conduce a la inactivación de la actividad antibiótica posiblemente 

secuestrando y reduciendo la disponibilidad del antibiótico. Recientemente se 

reportó que las OMV pueden transportar los antibióticos peptídicos fuera de la célula 

evitando así que se acumule en la concentración suficiente requerida para su 

actividad (Anand & Chaudhuri, 2016; Haurat et al., 2015; Jagannadham & 

Chattopadhyay, 2015; Kulp & Kuehn, 2010; van der Pol et al., 2015). 

Del mismo modo, se ha demostrado que la producción de microvesículas aumenta 

en respuesta al estrés físico: presión osmótica o choque térmico o estrés químico: 

presencia de concentraciones tóxicas de alcoholes de cadena larga o EDTA que 

afectan la membrana y algunos otros factores como acumulación de agregados de 

proteínas o la exposición a agentes que dañan la superficie. Además, las OMV son 

un medio que le permite a las células bacterianas liberar material tóxico, mal 

plegado o innecesario como proteínas desplegadas o sobreexpresadas con la 

finalidad de reducir el estrés de la envoltura (Haurat et al., 2015; Kulkarni & 

Jagannadham, 2014; Kulp & Kuehn, 2010). 

El mecanismo general de integración de las microvesículas a las células diana 

consta principalmente de la secreción de estas OMVs por parte de las bacterias 

parentales. Una vez en el medio extracelular, se adhieren a las superficies de la 

célula hospedera y, posteriormente, atraviesan la membrana plasmática periférica 

de las células diana a través de endocitosis para invadir el citosol celular y depositar 

sus factores de virulencia (Kuehn & Kesty, 2005; Kulp & Kuehn, 2010). 
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Aunque es bien sabido que las OMV pueden entrar y liberar el cargo dentro de las 

células hospedera durante la infección, los mecanismos de asociación y captación 

del hospedero no se comprenden bien. 

1.12. Biogénesis de OMV 

 

 
Inicialmente, se pensó que la formación de OMV era un proceso físico asociado con 

el desgaste de la membrana externa (OM) o que su formación se debía a un 

crecimiento más acelerado de la OM en comparación con la pared celular y las 

lipoproteínas asociadas por la pérdida de los enlaces covalentes entre la membrana 

externa y la capa de peptidoglicano (PG). No obstante, investigaciones más 

recientes demostraron que la formación de microvesículas es un mecanismo que 

requiere un gasto energético por lo que se sugirió que su secreción juega un papel 

importante en la bacteria. De forma general se puede describir la biogénesis de las 

microvesículas como un proceso que se produce por la expansión y el abultamiento 

de la OM, seguido del pellizco de la OM para formar vesículas y que concluye con 

una gemación de estas estructuras esféricas. Es importante mencionar que la 

composición de la bicapa lipídica de las OMV conserva la asimetría y los 

componentes observados en la OM bacteriana (Jagannadham & Chattopadhyay, 

2015; Kulkarni & Jagannadham, 2014; Kulp & Kuehn, 2010). 

Figura 5. Mecanismo de formación de microvesículas en bacterias Gramnegativas. Modificada de 

Kulp & Kuehn, 2010. 
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Los primeros estudios en torno al mecanismo de biogénesis de las OMV 

propusieron que estas eran generadas por una sobreacumulación de moléculas 

como fragmentos de peptidoglucano o proteínas mal plegadas en el espacio 

periplásmico lo que conducía a un abultamiento y ejercía una presión de turgencia 

sobre la membrana externa, por lo que la célula recurría a la formación de 

microvesículas para liberarse de esta presión. Asimismo, se propuso que la 

formación de OMV se debía a una disminución en los enlaces cruzados de OM- 

peptidoglicano en el sitio de formación de estas (Furuyama & Sircili, 2021; Haurat et 

al., 2015; Sartorio et al., 2021). 

A pesar de que no se ha podido describir un mecanismo universal, en años más 

recientes se han propuesto diversos modelos que describen la biogénesis de las 

microvesículas. Estos son: ruptura de las uniones entre la OM y la capa de 

peptidoglicano (PG), la acumulación excesiva de componentes en el espacio 

periplásmico, silenciamiento de genes que expresan algunas lipoproteínas como 

Lpp, OmpA y complejo Tol-Pal involucradas la biogénesis de las microvesículas, por 

moléculas efectoras, las modificaciones del LPS, remodelación de lipopolisacáridos 

y el modelo de bicapa-pareja (Anand & Chaudhuri, 2016; Furuyama & Sircili, 2021; 

Kulkarni & Jagannadham, 2014; Sartorio et al., 2021; van der Pol et al., 2015). 

Algunos de los ejemplos más relevantes de estos modelos se describen en la tabla 

IV. 

Tabla IV. Modelos de estudio de la formación de microvesículas 
 

Microorganismo 

de estudio 

 
Descripción del modelo 

 
Referencias 

 

 
P. aeruginosa, E. 

coli, A. 

baumanii y 

S. typhimurium 

La inactivación de Lpp, proteína encargada 

de unir la OM a la capa de peptidoglicano, 

resulta en una mayor producción de OMV. 

Haurat et al., 2015; Sartorio et 

al., 2021; Schwechheimer et al., 

2014; Schwechheimer & Kuehn, 

2015. 

La   eliminación   de   la   proteína   OmpA 

asociada a la capa de peptidoglicano 

Avila-Calderón et al., 2021; 

Kulkarni & Jagannadham, 2014; 

 induce una hipervesiculación. Kulp & Kuehn, 2010. 
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H. pylori, E. coli y 

S. boydii 

Los mutantes con deleción de Tol-Pal 

mostraron mayores tasas de formación de 

OMV por alteraciones en la integridad de la 

membrana. 

Bernadac et al., 1998; 

Jagannadham   & 

Chattopadhyay, 2015; Yeh et al., 

2007; Zhang et al., 2021. 

El complejo Tol-Pal, que participa en la división celular, captación de sideróforos y fagos de ADN, consta 

de cinco proteínas: TolA, TolB (que interactúa con Lpp, OmpA y Pal), TolQ, TolR y Pal promoviendo la 

estabilidad de la membrana (Anand & Chaudhuri, 2016). 

 
 

 
P. gingivalis 

Mutantes que carecen de autolisina 

acumulan fragmentos de peptidoglicano ya 

que no pueden degradarlos en ausencia de 

esta enzima lo que conduce a una 

acumulación de estos y por ende a una 

mayor producción de OMV. 

 

 
Avila-Calderón et al., 2021; 

Haurat et al., 2015; Toyofuku et 

al., 2019. 

 
 
 
 

P. aeruginosa 

Produce dos tipos de LPS que contienen 

diferentes antígenos O: el LPS de banda A 

(carga neutra) y el LPS de banda B (carga 

negativa). OMV se generan en regiones 

donde el LPS de banda B es más 

abundante doblando la membrana externa 

con la finalidad de reducir la repulsión de 

carga. 

 
 

Jan, 2017; Kuehn & Kesty, 2005; 

Kulkarni & Jagannadham, 2014; 

Li et al., 2020; van der Pol et al., 

2015. 

 
 
 

 
P. aeruginosa 

 

El modelo de “bicapa-pareja” describe un 

mecanismo en el que la curvatura de la 

membrana se inicia mediante la inserción 

de biomoléculas. PQS estimula la 

formación de OMV al intercalarse en la OM. 

 

Avila-Calderón et al., 2021; 

Furuyama & Sircili, 2021; Haurat 

et al., 2015; Kulkarni & 

Jagannadham, 2014; Toyofuku 

et al., 2019. 

 
 

Shewanella 

oneidensis 

La deleción del gen degQ, cuyo producto es 

una proteasa implicada en la degradación 

de las proteínas periplásmicas, conlleva a 

la acumulación de estas aumentando la 

producción de 

OMV. 

 
 

Anand & Chaudhuri, 2016; 

Ojima et al., 2015. 

Serratia 

marcescens 

Estrés térmico produce la inactivación del 

antígeno común Enterobacteriano (ECA) lo 

Haurat et al., 2015; McMahon et 

al., 2012; Sartorio et al., 2021. 
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 que mejora la producción de OMV a 22°C o 

30°C. 

 

 
 
H. influenzae y V. 

cholera 

El silenciamiento de los genes del sistema 

transportador de fosfolípidos VacJ/Yrb ABC 

resulta en la acumulación de fosfolípidos en 

OM que generan una curvatura 

aumentando la producción de OMV. 

 
 
Cai et al., 2018; Sartorio et al., 

2021; Toyofuku et al., 2015. 

Salmonella 

entérica, S. 

typhimurium y B. 

pertussis 

Las modificaciones del lípido A por la 

enzima lípido-A desacilasa, PagL, produce 

la acumulación de lípido A desacilado 

creando una curvatura que conduce a un 

aumento de la formación de OMV. 

 
Avila-Calderón et al., 2021; 

Elhenawy et al., 2016; McMahon 

et al., 2012; Wang et al., 2019. 

 

 
V. cholera 

El estrés generado por las condiciones 

ambientales inducen la expresión de VrrA, 

un ARN pequeño que reprime la síntesis de 

OmpA estimulando la producción de OMV. 

 
Haurat et al., 2015; Sartorio et 

al., 2021; Song et al., 2008. 

 
 
 
 

 
P. aeruginosa 

Las condiciones de estrés que dañan su 

ADN inducen la expresión de endolisinas 

que degradan la capa de PG causando lisis 

celular explosiva en las células bacterias 

generando fragmentos de membrana que 

se autoensamblan y forman OMV capaces 

de transportan endolisinas para lisar otras 

células. 

 
 
 

 
Furuyama & Sircili, 2021; Li et 

al., 1998; Toyofuku et al., 2019. 

 
 

1.13. Respuesta y modulación inmune inducida por las microvesículas 

 

 
Las microvesículas, además de contener diversos factores de virulencia en su 

interior, tienen una inmunogenicidad similar a la de las bacterias que las producen. 

A través de estudios proteómicos, se ha determinado que las OMV contienen 

diversas moléculas de superficie como el LPS, lipoproteínas, flagelina, 

peptidoglicanos y proteínas asociadas a la membrana externa que son reconocidos 

por las células inmunitarias hospederas, además, contienen numerosos patrones 
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moleculares asociados a patógenos (PAMPs) que al ser reconocidos por los 

receptores de reconocimiento de patrones (PRR), principalmente por TLR4 y TLR2, 

aumenta el reconocimiento y la captación de las OMV por parte de las células 

presentadoras de antígenos (APC) lo que induce su activación y como resultado se 

activan las vías de señalización de la respuesta inmunitaria innata y adquirida del 

hospedero (Anand & Chaudhuri, 2016; Ellis & Kuehn, 2010; Jagannadham & 

Chattopadhyay, 2015; Wang et al., 2019). 

Las microvesículas tienen la capacidad de establecer interacciones con diversos 

tipos de células inmunes, principalmente neutrófilos, macrófagos y células 

dendríticas residentes del epitelio, que constituyen una de las barreras de protección 

frente a los microorganismos, que en presencia de las OMV se activan estimulando 

la producción de citocinas y quimiocinas provocando respuestas proinflamatorias, 

junto con la activación de las células inmunitarias adaptativas, células B y T, 

mediada por las moléculas expuestas por las APC, principalmente las células 

dendríticas, tienen un papel importante en la vinculación entre la inmunidad innata 

y la adaptativa (Cai et al., 2018). 

La captación de las microvesículas por parte de las APC y otras células del 

hospedero, como las células epiteliales, se puede llevar a cabo por múltiples vías 

endocíticas como la endocitosis mediada por clatrina, por caveolina, la vía mediada 

por balsas lipídicas, fagocitosis, macropinocitosis o bien mediante fusión de 

membrana (Anand & Chaudhuri, 2016; Jahromi & Fuhrmann, 2021; Jan, 2017; 

Toyofuku et al., 2015). 

Diversos estudios realizados en los últimos años han demostrado que las OMV, 

debido a sus propiedades inmunogénicas, son uno de los componentes clave en el 

establecimiento de la infección de patógenos bacterianos ya que se han identificado 

en una gran variedad de tejidos infectados como la nasofaringe de portadores 

asintomáticos de N. meningitidis, líquido cefalorraquídeo de pacientes con 

enfermedad meningocócica, tejido gástrico de individuos infectados con H. pylori, 

senos nasales en casos de sinusitis inducidos por Moraxella catarrhalis y en 
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pulmones de pacientes con infecciones no tipificables por H. influenzae (Kaparakis- 

Liaskos & Ferrero, 2015). 

En un estudio realizado por Vidakovics y colaboradores en el 2010, demostraron 

que las microvesículas secretadas por Moraxella catarrhalis eran capaces de activar 

las células B de las amígdalas humanas, a través de un mecanismo independiente 

de las células T mediante el superantígeno MID de unión a inmunoglobulina D 

expresado en las OMV. Para analizar la producción de citocinas, cultivaron células 

B amigdalinas purificadas con 10 mg/ml de OMV para posteriormente determinar 

los perfiles de citocinas, especialmente de la secreción de IL-6, mediante un ensayo 

inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA). Además, midieron IgG, IgA e IgM en 

sobrenadantes de las células B. Los resultados demostraron que la activación de 

las células B fue mediada por los receptores TLR2 y TLR9 y que la respuesta 

inmune contra las OMV mediada por estas células resultó en la producción de IL-6 

e IgM, además de una mayor densidad de los marcadores de superficie: HLA-DR, 

CD45, CD64 y CD86. Los autores concluyeron que Moraxella puede mediar la 

respuesta inmunitaria humoral por medio de la utilización de OMV portadoras de 

superantígenos como señuelo además de conferir resistencia sérica y una 

respuesta retardada de anticuerpos específicos (Perez-Vidakovics et al., 2010). 

Otros estudios han comprobado que las microvesículas son capaces de interactuar 

con diversos componentes de la inmunidad innata y adaptativa. Las OMV de H. 

pylori, N. meningitidis, P. aeruginosa, P. gingivalis, Salmonella spp, Legionella 

pneumophila, K. pneumoniae y Acinetobacter baumannii son capaces de estimular 

la producción de IL-8, interferón-β (IFNβ), IL -6, IL-7, IL-10, IL-12 e IL-13 asi como del 

factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) o el interferón gamma (IFN-γ) a través de la 

activación de macrófagos, activación de neutrófilos o por la maduración de las células 

dendríticas (DC) que facilitan la presentación de antígenos. Asimismo, se ha 

determinado que la activación de macrófagos y células dendríticas puede aumentar 

la expresión de moléculas coestimuladoras y relacionadas con la presentación de 

antígenos en su superficie como CD40, CD80, CD83, CD86, complejo principal de 

histocompatibilidad II (MHC-II), antígeno leucocitario humano-DR (HLA-DR), 
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ligando de muerte programada 1 (PD-L1) y moléculas de adhesión intercelular-1 

(ICAM-1) (Cai et al., 2018; Cecil et al., 2017; Kaparakis-Liaskos & Ferrero, 2015; 

Sartorio et al., 2021; Tan et al., 2018; Wang et al., 2019). 

En conjunto, estos datos demuestran que las microvesículas bacterianas tienen la 

capacidad de desencadenar una respuesta inmunitaria innata y adaptativa contra la 

infección mediante la activación de una gran variedad de células del sistema inmune 

incluidas las células B y células T. 

1.14. Aplicaciones de las OMV 

 

 
Las propiedades inmunogénicas intrínsecas, su comportamiento no replicativo, 

tamaño, estabilidad a temperaturas variables y resistencia a tratamientos físicos o 

químicos de las microvesículas, han hecho que sean ampliamente utilizadas para 

múltiples propósitos biomédicos: como posibles candidatas para el desarrollo de 

vacunas bacterianas, adyuvantes, agentes de inmunoterapia contra el cáncer asi 

como vehículos para la administración de fármacos, fármacos de quimioterapia, 

siRNAs y de transporte de antígenos y proteínas (Anand & Chaudhuri, 2016; 

Balhuizen et al., 2021; Li et al., 2020; Sartorio et al., 2021; Toyofuku et al., 2015; 

Wang et al., 2019). 

 

 
Figura 6. Aplicaciones biomédicas de las microvesículas. Modificada de Li et al., 2020. 
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Las vacunas requieren dos elementos básicos: un antígeno y un adyuvante. Dado 

a que las microvesículas contienen diversas moléculas de superficie como proteínas 

y antígenos asociados a patógenos pueden imitar las propiedades inmunogénicas 

de las bacterias que las secretan. Además, la presencia de múltiples PAMPs les 

confiere la capacidad intrínseca de actuar como adyuvantes, lo que las ha 

catalogado como una atractiva plataforma para el desarrollo de vacunas ya que se 

ha demostrado que pueden estimular las respuestas inmunitarias innatas y 

adaptativas contra diversas infecciones bacterianas. Aunado a lo anterior, al ser 

entidades no replicativas se propone que pueden brindar mayor seguridad en 

contraste con el uso de bacterias vivas. Actualmente, se han descrito dos tipos de 

vacunas basadas en microvesículas: las microvesículas naturales y las modificadas 

por bioingeniería. Por otra parte, se ha propuesto el uso de vacunas basadas en 

OMV junto con nanopartículas. Por ejemplo, el recubrimiento de las microvesículas 

con nanopartículas de oro condujo a una mejora en su estabilidad y uniformidad 

además de que generó una respuesta inmunitaria más fuerte en comparación con 

las OMV naturales. En cambio, las OMV contenidas dentro de nanopartículas 

mostraron una mayor capacidad para inducir respuestas mediadas por anticuerpos 

y citocinas dependiente de dosis (Balhuizen et al., 2021; Caruana & Walper, 2020; 

Chatterjee & Chaudhuri, 2011; Ellis & Kuehn, 2010; Furuyama & Sircili, 2021; 

Kroniger et al., 2018; Li et al., 2020; Tan et al., 2018; Toyofuku et al., 2015). 

Hasta la fecha, la vacuna más eficiente y significativa basada en microvesículas que 

ha sido aprobada por la Agencia Europea de Medicamentos (EMA) y la FDA es la 

vacuna MenB Bexsero contra N. meningitidis lo que demuestra que las vacunas 

desarrolladas con OMV pueden ser seguras y eficaces (Cai et al., 2018; Li et al., 

2020; Sartorio et al., 2021; van der Pol et al., 2015). 

Análogamente, las microvesículas han sido utilizadas como una nueva plataforma 

de transporte, entrega y administración dirigida de biomoléculas, proteínas o 

fármacos a sitios distantes específicos, debido a que pueden transportar y proteger 

diversos cargos de la degradación y la desnaturalización. Para lograr su utilización 

como vehículos de administración se han diseñado diversas estrategias que
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garantizan la carga y encapsulación exitosa de estas moléculas como 

electroporación, incubación a temperaturas óptimas, ultrasonicación o tratamientos 

que modulan su permeabilidad. Además, debido a que las membranas de las OMV 

están formadas por bicapas lipídicas tienen el potencial de cargar fármacos 

hidrofílicos e hidrofóbicos a través de difusión pasiva o activa. Las investigaciones 

apuntan a que las microvesículas también podrían cargarse con compuestos 

terapéuticos (Jahromi & Fuhrmann, 2021; Kroniger et al., 2018; Li & Liu, 2020; Tan 

et al., 2018). 

Las propiedades intrínsecas antes mencionadas respecto a la estructura de las 

microvesículas ha permitido su aplicación como agentes de inmunoterapia contra el 

cáncer ya que se ha informado que presentan actividad antitumoral. De hecho, 

diversos estudios demostraron que las OMV tienen la capacidad de acumularse en 

los tejidos tumorales donde posteriormente inducen una respuesta inmune duradera 

que inhibe el crecimiento tumoral y genera memoria inmunológica al estar mediada 

por IFN-γ y el efecto de permeación y retención mejorada (EPR) lo que resulta en 

la erradicación de los tumores (Jahromi & Fuhrmann, 2021; Li et al., 2020; Li & Liu, 

2020). 

Algunos enfoques se han centrado en optimizar el efecto antitumoral de las 

microvesículas: decorándolas con algunos péptidos dirigidos como arginina-glicina- 

ácido aspártico (RGD), anticuerpos o polietilenglicol (PEG); cargándolas con siRNA 

o a través de la expresión de antígenos o moléculas específicos asociados a 

tumores. Asimismo, las OMV se han combinado con algunas otras terapias 

tumorales como nanopartículas que contienen fármacos quimioterapéuticos, 

radioterapia o terapia de bloqueo de puntos de control inmunitarios con la finalidad 

de aumentar su circulación sanguínea asi como su capacidad de detectar tumores 

y mejorar su utilización como agentes de inmunoterapia (Chatterjee & Chaudhuri, 

2011; György et al., 2015; Jahromi & Fuhrmann, 2021; Sartorio et al., 2021). 

En años más recientes, se ha propuesto la modificación de la estructura externa de 

las microvesículas mediante ingeniería genética: decorando su superficie con 

proteínas recombinantes; ligandos dirigidos para mejorar la administración de
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fármacos de quimioterapia con la finalidad de aumentar su acumulación y capacidad 

de focalización en tumores y acoplando antígenos heterólogos de interés 

provenientes de diversas bacterias que pueden estar adheridos a la superficie de 

las microvesículas o ser producidos directamente por la bacteria utilizando cepas 

genéticamente modificadas capaces de expresarlos, siendo este último, uno de los 

enfoques para la generación de vacunas basadas en microvesículas recombinantes 

(Anand & Chaudhuri, 2016; Furuyama & Sircili, 2021; Sartorio et al., 2021). 

Estas modificaciones se han logrado a través de la fusión de diferentes moléculas 

con proteínas de la membrana externa encontradas en la superficie de las OMV 

como la proteína ClyA. La fusión directa de algunas enzimas como β-lactamasas, 

proteínas heterólogas de otras bacterias y fragmentos de anticuerpos al extremo C 

terminal de ClyA permite mantener y expandir la funcionalidad de estas moléculas 

(Armstrong et al., 2017; Balhuizen et al., 2021; Caruana & Walper, 2020; Yang et 

al., 2018). 

La modificación genética de las microvesículas busca expandir sus aplicaciones ya 

que se presume estos cambios en sus perfiles estructurales harán posible el 

aumento de su especificidad para dirigirse y unirse a las células diana, la entrega 

específica de cargo, la administración dirigida de fármacos o el transporte de 

pequeños ARN no codificantes (Anand & Chaudhuri, 2016; Cai et al., 2018; 

Furuyama & Sircili, 2021; Sartorio et al., 2021; Tan et al., 2018; van der Pol et al., 

2015). 

Finalmente, una de las principales preocupaciones que limita el uso de las 

microvesículas es la seguridad, ya que estas contienen componentes endotóxicos 

como el lípido A capaz de inducir respuestas inflamatorias en el huésped que 

pueden llegar a ser letales. Por esta razón, se han propuesto diversos mecanismos 

con la finalidad de generar OMV detoxificadas entre los que se incluyen 

modificaciones genéticas de la bacteria, modificación de los genes responsables de 

la síntesis del lípido A y tratamientos con detergentes. En conjunto, estas estrategias 

han demostrado ser efectivas al reducir la toxicidad convirtiendo a las 

microvesículas en partículas seguras para el huésped (Anand & Chaudhuri, 2016; 
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Balhuizen et al., 2021; Cai et al., 2018; Kroniger et al., 2018; van der Pol et al., 2015; 

Wang et al., 2019). 

1.15. Inmunización por vía intraperitoneal 

 

 
La inyección intraperitoneal es una de las vías parentales más comunes para la 

administración de fármacos, sustancias solubles o suspensiones en pequeños 

roedores como ratones o ratas. Consiste en la administración del fármaco en la 

cavidad peritoneal a través de la pared abdominal. El sitio de inyección es en el 

cuadrante inferior derecho del abdomen del roedor, debido a que los órganos vitales 

están ausentes en esta área. Esta técnica permite la administración de volúmenes 

más grandes en comparación con la vía intravenosa e intramuscular. Se ha 

establecido que el volumen máximo de administración es de 10 mililitros por 

kilogramo (ml/kg), es decir, de entre 2 y 3 ml en ratones (Shimizu, 2004; Silverman, 

2012). 

La inmunización intraperitoneal es comúnmente utilizada ya que promueve la rápida 

absorción de las sustancia por la amplia vascularización de la cavidad peritoneal lo 

que produce un efecto de distribución rápido. No obstante, en combinación con 

adyuvantes tipo emulsión, como el adyuvante completo de Freund, permite una 

lenta liberación de los fármacos (Shimizu, 2004; Talcott et al., 2015). 

Con la finalidad de evitar perforar las vísceras, el ciego o los intestino delgado y 

grueso que se encuentran cerca de la zona de inyección, se deben tener en cuenta 

dos aspectos importantes: la profundidad de penetración por lo que se sugiere el 

uso de una aguja relativamente corta, de calibre 23 a 30, es decir de 0.6 a 0.3 

milímetros (mm) y el ángulo de inserción de la aguja que debe ser de 

aproximadamente 10° o 30°, prácticamente en forma paralela a la columna vertebral 

del roedor. Además, se recomienda que al utilizar esta vía de administración se 

sujete al animal en una posición de "cabeza hacia abajo" con la finalidad de 

“desplazar” las vísceras intestinales minimizando asi el riesgo de inyección 

involuntaria en los órganos anteriormente mencionados (Morton et al., 2001; Pekow, 

2012; Silverman, 2012). 
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Por otro lado, es importante destacar existen diversos riesgos y consideraciones 

que se deben tomar en cuenta al aplicar esta técnica. Algunos de los más frecuentes 

se enlistan a continuación: 

• La inmunización por vía intraperitoneal es una técnica difícil de ejecutar 

correctamente ya que aumenta el riesgo de producir laceración de órganos 

abdominales asi como lesiones internas. Además, no se puede garantizar 

que la sustancia se esté depositando en la cavidad peritoneal y no en vasos 

sanguíneos u órganos como intestino, vejiga o en el ciego. 

• Puede producir dolor, fibrosis, adherencias, daño de vasos sanguíneos, 

sangrado en el lugar de la inyección, perforación de intestino o el ciego, 

hemorragia interna e incluso peritonitis que resulta en la inflamación e 

infección de la cavidad peritoneal. 

• Esta técnica no es recomendada para especies de mayor tamaño que los 

roedores ni en hembras preñadas. Aparte de que está catalogada como la 

vía de administración más estresante para los animales de laboratorio debido 

a la necesaria inmovilización. 

• Por último, las limitaciones más frecuentes son la sensibilidad del tejido a 

sustancias irritantes, menor tolerancia a soluciones de pH no fisiológico y que 

las inyecciones de volúmenes demasiado grandes provocan distensión 

abdominal (Morton et al., 2001; Pekow, 2012; Shimizu, 2004; Silverman, 

2012; Talcott et al., 2015). 

 

 
Figura 7. Inmunización por vía intraperitoneal en ratones. 
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2. ANTECEDENTES GENERALES 

 

 
En un estudio realizado por Robert C. Alaniz y colaboradores en el año 2007 se 

demostró que la inmunización de microvesículas de Salmonella typhimurium por vía 

intranasal resultaba en la activación de la respuesta inflamatoria innata debido a una 

fuerte estimulación de las APC, principalmente de células dendríticas y macrófagos 

por el reconocimiento de estas, lo que desencadena una producción mejorada de 

los mediadores proinflamatorios principalmente IL-12 y TNFα, asi como el aumento de 

la expresión del complejo principal de histocompatibilidad de superficie clase II 

(MHC-II) y una mayor expresión de CD86. Como resultado a lo anterior, los ratones 

inoculados con OMV indujeron respuestas de células T CD4+ e inmunoglobulinas 

específicas de Salmonella in vivo, es decir, desarrollaron una respuesta inmune 

adaptativa específica por la presencia de antígenos protectores presentes en la 

superficie de las OMV, por lo que presentaron un protección significativa contra el 

desafío de la infección por Salmonella viva (Alaniz et al., 2007). 

De acuerdo con los análisis reportados en un artículo llamado “La inmunización con 

vesículas de membrana externa de Vibrio cholerae induce inmunidad protectora en 

ratones” realizado por Schild y colaboradores la inoculacion de OMV obtenidas a 

partir de un cultivo de V. cholerae por via intranasal, intragástrica e intraperitoneal 

en ratones, generó protección a través de respuestas inmunitarias especificas 

contra la colonización bacteriana, misma que se correlacionó con la producción de 

anticuerpos IgA, inducida principalmente por la vía intranasal e IgM, IgG, IgG1 e 

IgG2 en aquellos ratones inmunizados por vía intraperitoneal. Posterior a la última 

inmunización, con un esquema basado en tres inoculaciones con 14 días de 

diferencia entre cada una, el título de inmunoglobulina total se mantuvo estable 

durante un período de 3 meses, indicativo de que la inmunización con OMV 

derivadas de V. cholerae induce respuestas inmunes protectoras de larga duración 

contra este patógeno. Aunado a lo anterior, Schild y colaboradores utilizaron un 

modelo de ratón neonatal que confirmó la transferencia pasiva de anticuerpos, 

mismos que generan una respuesta protectora mediada contra las OMV. Estos 
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hallazgos pueden contribuir al desarrollo de vacunas basadas en OMV contra dicho 

patógeno (Schild et al., 2008). 

Según lo reportado por Bauman y Kuehn, las OMV de P. aeruginosa fueron capaces 

de provocar la producción de IL-8 en cultivos de células de carcinoma de epitelio de 

pulmón humano, las cuales secretaron quimiocinas proinflamatorias como resultado 

del reclutamiento y activación de neutrófilos y monocitos. De igual forma, se realizó 

la determinación de los principales componentes de estas OMV, encontrando 

principalmente LPS y la flagelina que han demostrado inducir la liberación de 

moduladores proinflamatorios. Por lo anterior se concluye que las OMV secretadas 

por P. aeruginosa podrían contribuir a la inflamación principalmente en pacientes 

con fibrosis quística e infecciones de pulmón (Bauman & Kuehn, 2006). 

En otro estudio publicado por Durand y colaboradores se demostró que las OMV de 

N. meningitidis estimularon la secreción de IL-8 y la expresión de MHC-II de células 

dendríticas en ratones que fueron inmunizados por vía intramuscular o subcutánea. 

Asi mismo, el reconocimiento de las OMV indujo la maduración y producción de 

citocinas por las células dendríticas murinas derivadas de la médula ósea a través 

de los TLR 2 y 4 asi como una respuesta humoral considerable al inducir la 

proliferación y diferenciación de células B, directa e indirectamente al aumentar la 

producción de IL-6 e IL-10 (Durand et al., 2009). 

Años más tarde en un estudio publicado por Avila-Calderón y colaboradores se 

inmunizaron ratones hembra de la cepa BALB/c de 6 semanas de edad mediante 

dos inoculaciones intramusculares, para posteriormente analizar los sueros de 

cuatro grupos de referencia: inmunizados con OMV purificados de B. melitensis 16 

M, con OMV de B. melitensis VTRM1, con la cepa de vacuna, B. melitensis y un 

último con solución salina. Seis semanas después de la última inoculación todos los 

grupos fueron sometidos al reto contra la cepa virulenta B. melitensis 16 M por vía 

intraperitoneal, obteniendo una alta estimulación de macrófagos derivados de la 

médula ósea que mostraron inducción de interleucina IL-6, IL-10, IL-12 y TNF α, 

mismos que presentaban perfiles de títulos variados según la estructura de LPS de 

la cepa siendo las OMV de la cepa VTRM1 aquellas que estimularon 
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mayoritariamente la expresión de IL-12, TNFα e IFNγ por parte de las células 

dendríticas de la médula ósea asi como un aumento de los niveles de IgG2a en 

suero (Avila-Calderón et al., 2012). 

Nieves y colaboradores, basados en un estudio previamente realizado por ellos 

mismos donde demostraron que la inmunización de OMV de Burkholderia 

pseudomallei por vía subcutánea o intranasal en tres dosis, proporcionaba una 

protección significativa contra el desafío de aerosol de este patógeno en ratones 

BALB/c, se generaron respuestas de IgG e IgA séricas específicas contra las 

microvesículas y respuestas de memoria de células T, retomaron su estudio 

utilizando un modelo de inmunización de primates no humanos, macacos Rhesus 

(Macacamulatta), a los cuales se les inmunizó subcutáneamente un preparado con 

OMV de B. pseudomallei mediante un régimen de aumento de dosis y un esquema 

basado en tres inmunizaciones, obteniendo como resultado que la inoculación de 

microvesículas produjo títulos elevados de IgG plasmática específica de OMV, LPS 

y polisacárido capsular (CPS), generó inmunidad humoral, además de activar 

respuestas inmunes humorales a proteínas protectoras y antígenos polisacáridos 

sin ninguna toxicidad o reactogenicidad asociada (Nieves et al., 2011; Petersen et 

al., 2014). 

La vacuna meningocócica del serotipo B (MenB) es la vacuna basada en OMV más 

representativa y exitosa desarrollada hasta ahora. Contrario a las vacunas 

desarrolladas para los serogrupos A, C, W y Y de N. meningitidis basadas en 

conjugados de polisacárido acoplados a una proteína transportadora, para el 

polisacárido capsular MenB la generación de vacunas siguiendo este mismo 

enfoque no fue posible debido a su baja inmunogenicidad y el riesgo potencial de 

autoinmunidad por homología con las estructuras moleculares del cerebro humano 

(Holst et al., 2013; van der Pol et al., 2015). Es por lo anterior, que las proteínas de 

la membrana externa tal como PorA se consideraron candidatas a vacuna. Aunado 

a esto, se determinó que PorA es la principal proteína inmunogénica en N. 

meningitidis y que además se encuentra presente en las OMV (Holst et al., 2013). 
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Con base a estas determinaciones se propusieron varias vacunas basadas en OMV 

para brindar protección contra la infección meningocócica, tales como: VA- 

MENGOCOC-BC®, desarrollada en Cuba fue la primera vacuna basada en OMV 

que proporcionó resultados prometedores con una tasa de protección del 57,2% 

contra la infección (Bjune et al., 1991). Poco después, en Noruega se desarrollaba 

MenBvac® que demostró una eficacia de alrededor del 83% en ensayos clínicos, 

con títulos de anticuerpos elevados y de larga duración (Bjune et al., 1991; GV et 

al., 1991; Holst et al., 2009; Lapinet et al., 2000; Petousis-Harris, 2018). Finalmente, 

años más tarde en Nueva Zelanda se desarrolló la vacuna MeNZB® que 

proporcionó una protección con títulos de anticuerpos elevados y significativos en 

el 96% de los adultos (Oster et al., 2005). En general se ha caracterizado que las 

OMV generadas por N. meningitidis desencadenan la producción de numerosas 

citocinas y quimiocinas proinflamatorias a partir de neutrófilos, que incluyen TNF- α, 

IL-1 β, IL-8, proteína inflamatoria de macrófagos 1β (MIP-1 β) e IP-10 además de que 

diversos estudios demostraron que el IFN-γ puede mejorar el nivel de estas 

citocinas para mantener la condición de inflamación crónica (Lapinet et al., 2000). 

2.1. ANTECEDENTES DIRECTOS 

 

 
En un estudio Lee y colaboradores estudiaron la producción de OMV de K. 

pneumoniae para analizar la inducción de la respuesta inmune innata producida en 

ratones BALB/c y dos líneas celulares: HEp-2 de células epiteliales laríngeas 

humanas y U937 de monocitos humanos. Se demostró por medio de RT-PCR que 

el tratamiento de las células HEp-2 con las OMV aumentó significativamente la 

expresión de genes de las citocinas proinflamatorias IL-1b e IL-8 de manera 

dependiente a la concentración de OMV, mientras que la expresión de MIP-1 no 

presento un aumento. Asi mismo, no observaron la expresión del gen de IL-6. Al 

mismo tiempo, el análisis de los pulmones extraídos de ratones BALB/c hembra 

neutropénicos inoculados con OMV por vía intratraqueal, demostró que estas OMV 

inducían patología pulmonar in vivo además de cambios patológicos más graves en 

comparación con la infección bacteriana. En conjunto, estos resultados sugieren 

que las OMV de K. pneumoniae inducen una fuerte respuesta inmune innata ya que 
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pueden ser consideradas como un potente inmunomodulador para inducir una 

respuesta inflamatoria siendo parte importante en la patogenia de K. pneumoniae 

(Lee et al., 2012). 

Martora y colaboradores en el año 2019 utilizaron células BEAS-2B para medir la 

actividad inflamatoria causada, aplicando diferentes concentraciones de OMVs 

aisladas de K. pneumoniae. Utilizando ensayos de ELISA y PCR cuantitativa en 

tiempo real (qPCR) midieron la secreción de las citocinas IL-8, IL-6, IL-1β y TNF-α. 

Primeramente, determinaron a través del ensayo por inmunoabsorción un aumento 

significativo de la secreción de IL-8 e IL-6, principalmente. Mediante qPCR 

determinaron que hubo un aumento significativo en la expresión de los genes de 

citocinas que fueron analizados (IL-8, IL-6, IL-1β, TNF-α) en las células tratadas con 5 

μg/ml de OMV. Concluyendo así que, las OMV tienen la capacidad de producir una 

fuerte respuesta proinflamatoria (Martora et al., 2019; Wang et al., 2019). 

En otro estudio más reciente, Zhang y colaboradores estudiaron la secreción de 

OMV por parte de Klebsiella pneumoniae hipervirulenta (hvKP) con la finalidad de 

analizar la estimulación de la respuesta inmune innata en ratones C57BL/6, así 

como en las líneas celulares humanas: A549, BEAS-2B, L02, LX2, HepG2. 

Demostraron que las OMVs aisladas de hvKP generaron la expresión de citocinas 

proinflamatorias como IL-6 e IL-8. También, encontraron que las OMV promovían la 

proliferación de las células A549, inhibían el crecimiento de las células L02 y 

estimulaban o limitaban la proliferación de las células BEAS-2B con una baja y alta 

concentración de estas microvesículas, respectivamente. Una observación que 

recalcan los autores como preocupante es el hecho de que no se haya observado 

expresión de quimiocinas proinflamatorias en células cancerosas A549 o HepG2. 

En cuanto al modelo animal, se determinó mediante un ensayo de ELISA que las 

OMV de hvKP provocaron un aumento en la producción de citocinas 

proinflamatorios IL-6, IL-8 y TNF-α en el líquido de lavado broncoalveolar recogido 

24 horas después de la inmunización, por lo que concluyeron que las OMV de hvKP 

pueden desencadenar una respuesta inflamatoria en el hospedero (Zhang et al., 

2021). 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 
Las limitadas opciones terapéuticas que existen en la actualidad contra K. 

pneumoniae, así como su creciente resistencia a antibióticos, principalmente en 

entornos hospitalarios, ha exigido el desarrollo de nuevas estrategias eficaces que 

permitan contrarrestar y prevenir las infecciones causadas por este patógeno 

oportunista. Pese a su relevancia, en la actualidad, no hay vacunas disponibles 

contra K. pneumoniae, lo que ha conducido a explorar nuevas tecnologías para el 

desarrollo de estas. En años más recientes, se han desarrollado diversos estudios 

en torno a las aplicaciones biomédicas de las OMV de diversas bacterias 

gramnegativas que han permitido considerarlas como una tecnología factible y 

prometedora que permitirá el desarrollo de vacunas contra este tipo de 

enfermedades infecciosas. 

No obstante, para K. pneumoniae existe información muy limitada acerca del papel 

de las OMV en la patogénesis de la bacteria y de su potencial inmunogénico. Por 

ello, en este trabajo, se espera que la inmunización por vía intraperitoneal con 

microvesículas de las cepas “KpBUAP021” de K. pneumoniae en ratones BALB/c 

induzca una activación por parte de la respuesta inmune que favorezca la 

producción de anticuerpos policlonales específicos con la finalidad de proponer una 

vacuna profiláctica basada en estas microvesículas que podría ser clave en el 

tratamiento de infecciones de origen intrahospitalario, principalmente de personas 

con comorbilidades, pacientes hospitalizados e inmunodeprimidos. 

 

4. HIPÓTESIS 

 

 
El cargo molecular de las microvesículas aisladas de Klebsiella pneumoniae 

conllevará a la inducción de una respuesta inmune mediada por la producción de 

anticuerpos específicos. 
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5. OBJETIVOS 

 

 
5.1. OBJETIVO GENERAL 

 

 
• Caracterizar la respuesta inmune humoral generada por la inmunización por 

vía intraperitoneal de microvesículas purificadas de Klebsiella pneumoniae 

en un modelo murino. 

 

 
5.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 
 

• Extraer las microvesículas a partir de cultivos en medio liquido de las cepas 

“ATCC” y “KpBUAP021” de Klebsiella pneumoniae. 

• Purificar las OMVs mediante centrifugación diferencial y filtración. 

• Inmunizar un modelo murino por vía intraperitoneal con las microvesículas 

purificadas. 

• Extraer muestras sanguíneas de los ratones inmunizados para obtener los 

sueros hiperinmunes. 

• Analizar la respuesta inmune humoral inducida por la inmunización con las 

microvesículas mediante la cuantificación del título e isotipificación de los 

anticuerpos generados contra las OMVs. 
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6. DISEÑO METODOLÓGICO: MATERIALES Y MÉTODOS. 

6.1. DISEÑO EXPERIMENTAL 
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6.2. Cultivo en placa e inoculación de K. pneumoniae 

 

 
Las cepas de K. pneumoniae ATCC700603 de referencia, y un aislado clínico 

KpBUAP021, aislado clínico considerado como patógeno oportunista, fueron 

recuperadas de su almacenamiento en glicerol a -70°C y se resembraron en placa 

con 25 ml de agar chocolate para posteriormente incubarlas por un periodo de 48 

horas a una temperatura de 37°C. Transcurrido el tiempo establecido, se tomó una 

azada de cada una de las cepas y se inoculó con una sola colonia de la placa de 

agar en 250 ml de medio líquido Luria-Bertani (LB), obteniendo dos matraces cada 

uno correspondiente a cada una de las diferentes cepas y posteriormente se 

incubaron durante 72 h a 37°C/180 rpm. 

6.3. Identificación de las OMV en el medio liquido 

 

 
Después de 24 horas de haber realizado la inoculación en el medio líquido, se 

realizó una tinción de Gram tomando 10 µl de cada uno de los matraces para 

comprobar que en el medio solo estuviera creciendo Klebsiella y asi descartar la 

presencia de algún contaminante. Pasadas las 72 horas se tomaron 5 µl de cada 

uno de los matraces para realizar nuevamente una tinción de Gram para determinar 

la presencia de microvesículas en el medio, el análisis para la detección se realizó 

con un microscopio óptico marca Motic. 

6.4. Obtención de las microvesículas 

 

 
Se extrajeron las OMVs a partir de los cultivos líquidos anteriormente mencionados 

tomando 50 mililitros de cada uno de los matraces colocándolos en tubos Falcon, 

estos se etiquetaron con el nombre de cada una de las cepas según correspondía 

y se centrifugaron a 6,000 rpm durante 20 minutos a 4°C con la finalidad separar las 

OMV de otros materiales extracelulares y descartar las células bacterianas asi como 

complejos o agregados de proteínas. Posteriormente, se recuperó el sobrenadante 

y se repitió el proceso de centrifugación a 6,000 rpm por 10 minutos. Finalmente, se 
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pasó el sobrenadante a tubos Eppendorf y se volvió a centrifugar utilizando una 

microcentrífuga a 12,000 rpm por 10 minutos. Al finalizar el proceso de 

centrifugación, el sobrenadante se recuperó en un tubo Falcon estéril. Esta 

metodología se realizó por separado para aislar las microvesículas de las diferentes 

cepas. 

6.5. Purificación de las microvesículas 

 

 
Las microvesículas se aislaron pasando los sobrenadantes secuencialmente a 

través de filtros de membrana de nylon de 0.45 µm y 0.22 µm (Millipore) previamente 

esterilizados para eliminar las células residuales y los demás componentes 

celulares no deseados que pudieran interferir o generar un efecto inmunomodulador 

inesperado. Se tomó el sobrenadante con una jeringa estéril de 10 ml y se pasó a 

través del filtro de 0.45 µm. Posteriormente, el filtrado se tomó con una nueva jeringa 

y se hizo pasar por el filtro de 0.22 µm para finalmente depositarlo en un tubo Falcon 

estéril. 

6.6. Precipitación de las microvesículas por solvente orgánico 

 

 
Se añadieron 20 ml de acetona fría al filtrado y se mezcló por inversión lentamente 

hasta formar una fase homogénea. A continuación, esta disolución (filtrado + 

acetona) se centrifugó a 6,000 rpm durante 20 minutos a 4°C y una vez transcurrido 

el tiempo, se eliminó el sobrenadante y la pastilla de las OMV purificadas se 

resuspendió en 500 μl de buffer fosfato salino (PBS) y se transfirió a un tubo 

Eppendorf. Por último, se realizaron 3 lavados con PBS centrifugando a 12,000 rpm 

por 10 minutos y decantando el sobrenadante para eliminar el solvente utilizado. Se 

obtuvo como producto final 2 tubos Eppendorf, uno para cada cepa. 

6.7. Prueba de esterilidad 

 

 
Se comprobó la esterilidad de las OMV purificadas antes de su uso tomando 10 μl y 

depositándolos en placas de agar chocolate, incubando a 37°C por 24 y 48 horas. 
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Posteriormente, tras comprobar la esterilidad de las OMVs se almacenaron a -20°C 

hasta su uso. 

6.8. Cuantificación por reactivo de Bradford 

 

 
La concentración de las OMV purificadas se determinó usando el ensayo de 

Bradford. La curva estándar de albumina se realizó utilizando las siguientes 

concentraciones: 0.5 μg/μl, 1 μg/μl, 5 μg/μl, 10 μg/μl, 20 μg/μl y 30 μg/μl. Se utilizó una placa de 

MICROELISA donde se colocaron las concentraciones antes mencionadas de 

albúmina de suero bovino (BSA) y 5 μl de la las microvesículas en cada uno de los 

pozos de una de las filas y a continuación se agregaron 200μl del reactivo Bradford. 

Se agitó e incubó a temperatura ambiente por 5 minutos. 

6.9. Inmunización por vía intraperitoneal de ratones BALB/c 

 

 
Se adquirieron 5 ratones: 1 macho y 4 hembras BALB/c de 6 semanas de edad del 

Bioterio “Claude Bernard” de la Benemérita Universidad Autónoma de Puebla. 

Protocolo de investigación aprobado: 100522577-UALVIEP-18/1. 

El macho fue sangrado por medio de un corte en la parte terminal de la cola para 

obtener una muestra sanguínea que fue centrifugada a 5,000 rpm por 10 minutos 

con la finalidad de obtener el suero preinmune. Almacenando este último a -20°C 

para posteriores usos. 

Los ratones se dividieron en dos grupos problema, con una n=2 cada uno, dejando 

a aquel del cual se obtuvo el suero preinmune como control negativo. Se 

inmunizaron por vía intraperitoneal con 100 µl de las microvesículas purificadas en 

proporción 1:1 con el adyuvante completo de Freund. Los ratones del primer grupo 

se inmunizaron con las OMV de la cepa “ATCC”, mientras que los del otro grupo 

recibieron las OMV de la cepa KpBUAP021. 

Se planteó un esquema de inmunización que comprendió cuatro refuerzos cada 

siete días con inmunizaciones de las microvesículas por la misma vía de 

inmunización, pero cambiando a adyuvante incompleto de Freund. Durante la 
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inmunización los animales recibieron agua y alimento ad libitum, además su manejo 

se llevó de acuerdo con lo establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062- 

ZOO-1999. 

6.10. Obtención de sueros de los ratones inmunizados 

 

 
Al término del esquema de inmunización los ratones se sangraron por medio de un 

corte en la parte terminal de la cola de donde se obtuvo una muestra sanguínea de 

aproximadamente 500 µl de cada uno que fue centrifugada a 5,000 rpm por 5 

minutos para obtener el suero inmune con la finalidad de obtener los anticuerpos 

policlonales generados por la inmunización de las microvesículas, mismo que fue 

recuperado y almacenado a -20°C. 

6.11. Título de anticuerpos 

 

 
Se recubrió una placa de MICROELISA de 96 pozos con 10 μg/μl de las 

microvesículas extraídas de ambas cepas: “ATCC” y KpBUAP021 (contemplando la 

serie de pozos blanco) para después incubarla a 4°C por 24 horas. Posteriormente, 

se realizaron tres lavados con PBS-Tween 20 (PBST) al 0,05% y se añadieron 100 

µl de BSA a cada uno de los pozos para después incubar la placa a 37°C por una 

hora. Se realizaron las siguientes diluciones a partir de los sueros de los ratones 

inmunizados: 1:100, 1:1,000, 1:5,000, 1:10,000 y 1:20,000 en PBS y una vez 

transcurrido el tiempo, se adicionó a cada pozo 100 μl de cada una de las diluciones 

anteriormente mencionadas, exceptuando el pozo blanco donde se adicionaron 100 

μl PBS, y se incubó por dos horas a temperatura ambiente. Se decantó y se 

realizaron tres lavados con PBST. A continuación, se adicionaron 50 μl del 

anticuerpo IgG anti-mouse marcados con peroxidasa de rábano (HRP-goat anti- 

mouse IgG) hechos en cabra en dilución de 1:5000 a cada pozo. Se incubó 30 

minutos a temperatura ambiente, se decantó el contenido y nuevamente se 

realizaron tres lavados. Por último, se adicionó 100 μl de sustrato TMB (3,3',5,5'- 

tetrametilbencidina) (Zymed, ZymedLabs, San Francisco, CA, EE. UU.) como 

sustrato y se incubó la placa a temperatura ambiente por 15 minutos para después 
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realizar la lectura de la misma a una absorbancia 630nm en un lector de microplacas 

ELISA (lector MultisKan MS, Labsystems, Finlandia). 

6.12. Isotipificación de Anticuerpos 

 

 
La determinación de los isotipos de las inmunoglobulinas se realizó mediante un 

inmunoensayo de ELISA utilizando el KIT ISO2 de SIGMA una vez que los títulos 

de anticuerpos fueron de 1:10,000. Se midieron los niveles de IgG incluyendo IgG1, 

IgG2a, IgG2b e IgG3 siguiendo las instrucciones del fabricante. Se recubrieron las 

placas con 10 μg/μl de microvesículas “ATCC” y KpBUAP021 y se incubaron a 4°C 

por 24 horas. Las placas se lavaron en tres ocasiones con una disolución PBST al 

0,05% y se incubaron durante 1 hora a 37ºC con 100 µl de BSA al 1%. 

Posteriormente, se lavaron PBST, y se incubaron por 2 horas a temperatura 

ambiente con 100 μl de los sueros de los ratones inmunizados en una disolución de 

1:500 en PBS. Una vez trascurrido el tiempo de incubación, se decantó la placa y 

se realizó otro ciclo de tres lavados. A continuación, se añadieron 50 μl de PBS a 

los pozos blanco y 50 μl por pozo de la dilución 1:1000 de las subclases de los 

anticuerpos Igs, se incubó 30 minutos a temperatura ambiente, se decantó y se 

realizaron cuatro lavados. Seguidamente, se añadieron 50 μl del anticuerpo HRP- 

goat anti-mouse IgG en dilución de 1:5000 a cada pozo, se incubó a temperatura 

ambiente por 30 minutos, se decantó y se realizaron cuatro lavados. Finalmente, se 

adicionaron 100 μl de sustrato TMB (Zymed, ZymedLabs, San Francisco, CA, EE. 

UU.) como sustrato y transcurridos 15 minutos se leyó la reacción que se presenta 

con un viraje de coloración a 630 nm en un lector de microplacas ELISA (lector 

MultisKan MS, Labsystems, Finlandia). 

6.13. Análisis estadístico 

 

 
Con los datos obtenidos a partir de los inmunoensayos ELISA utilizados en la 

determinación de los isotipos de inmunoglobulinas se realizó un análisis estadístico 

ANOVA utilizando el programa GraphPAD8. 
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7. RESULTADOS 

7.1. Identificación de las microvesículas en medio líquido LB 

 

 
La secreción de las microvesículas por parte de las cepas “ATCC” y KpBUAP021 

de K. pneumoniae durante su crecimiento en medio líquido LB, se confirmó a través 

de un análisis microscópico del cultivo resultante después de la inoculación de la 

bacteria. Después del periodo de incubación, se confirmó la probable presencia de 

las microvesículas por la morfología observada en el microscopio óptico (100 X) 

donde se observa la célula de Klebsiella rodeada de microvesículas (figura 8). 

 

 
Figura 8. Crecimiento de K. pneumoniae en LB líquido a las 72 horas donde se muestra la secreción 

de microvesículas al medio de cultivo. En el recuadro se observa una ampliación de la imagen para 

una mejor visualización. 

 
 

7.2. Purificación de las microvesículas 

 

 
Después de confirmar la presencia de las microvesículas de ambas cepas en el 

medio líquido, se procedió con el proceso de extracción por medio de centrifugación 

diferencial y purificación utilizando filtros de membrana de nylon de 0.45 µm y 0.20 

µm. Posteriormente, se realizó un análisis utilizando el microscopio óptico (100 X) 

con la finalidad de descartar la presencia de células bacterianas o algún 

contaminante microbiológico. 
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Figura 9. Microvesículas de la cepa “KpBUAP021” de K. pneumoniae purificadas mediante 

centrifugación diferencial y filtración en membrana de nylon resuspendidas en PBS a las 96 horas 

de crecimiento bacteriano. En el recuadro se observa una ampliación de las OMV purificadas. 

 

Una vez recuperadas las microvesículas de ambas cepas “ATCC” y KpBUAP021 y 

previo a la inmunización se analizó la ausencia de bacterias cultivables mediante 

una prueba de esterilidad. Finalmente, 72 horas después de que no hubo 

crecimiento sobre la placa se concluyó que las microvesículas estaban estériles. La 

obtención final de las microvesículas estériles permitió realizar la cuantificación 

indirecta mediante la determinación de proteínas mediante el reactivo de Bradford. 

 

 
7.3. Cuantificación de las microvesículas por el método de Bradford 

 

 
La concentración de las dosis de inmunización se basó en los resultados obtenidos 

del viraje de color utilizando el reactivo de Bradford y de acuerdo con la intensidad 

de color de cada pozo, basado como resultado a las distintas concentraciones de 

proteínas, se determinó que la concentración de proteínas presentes en las 

microvesículas que sería utilizada para las inmunizaciones era de 10 μg por cada 

100 µl. 
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Tabla V. Protocolo para la cuantificación de proteínas por el método de Bradford 

 
Pozo de la placa de 

ELISA 
Concentración de BSA (μg) 

Volumen de BSA 

1 mg/ml (μl) 

Reactivo de 

Bradford 

Blanco 0 0 µl 200 µl 

1 0.5 0.5 µl 200 µl 

2 1 1 µl 200 µl 

3 5 5 µl 200 µl 

4 10 10 µl 200 µl 

5 20 20 µl 200 µl 

6 30 30 µl 200 µl 

Resultados obtenidos de las muestras 

Pozo de la placa de 

ELISA 

Concentración de proteínas 

presente en las 

microvesículas (μg) 

Volumen de 

microvesículas (μl) 

Reactivo de 

Bradford 

OMV “ATCC” 0.5 μg 5 µl 200 µl 

OMV KpBUAP021 0.5 μg 5 µl 200 µl 

 

 
7.4. Protocolo de inmunización 

 
 

Previamente a las inmunizaciones de los cuatro ratones hembra, se obtuvo suero 

preinmune del único ratón macho mediante sangrado por corte de cola que consiste 

en la inmovilización del ratón utilizando un dispositivo que en este caso fue un tubo 

Falcon adaptado para la realización de este procedimiento. Una vez que el animal 

estuvo dentro del tubo, se limpió la parte terminal de la cola aplicando etanol al 70% 

con la finalidad de eliminar cualquier resto de heces u orina. Posteriormente, se 

realizó un corte perpendicular en el extremo de la cola utilizando una tijera de cirugía 

tratando de no cortar más de 2 mm. Finalmente, la muestra de sangre se recolectó 

en un tubo Eppendorf y se realizó hemostasia por aproximadamente 40 segundos 

hasta detener la hemorragia. 

Se estableció el esquema de inmunización que comprendió cuatro refuerzos cada 

siete días de las microvesículas donde la primera inmunización fue con adyuvante 
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completo de Freud, mientras que las tres inmunizaciones restantes se aplicaron con 

adyuvante incompleto de Freud como se muestra en la tabla VI. 

Se inmunizaron los ratones hembra de seis semanas de edad los días 0, 7, 14 y 28 

con 10 microgramos de microvesículas contenidos en 100 µl de las microvesículas 

purificadas emulsificadas 1:1 con el adyuvante según correspondía por vía 

intraperitoneal: a un grupo de ratones se les inmunizó con las OMV de la cepa 

“ATCC”, mientras que el otro grupo recibió las OMV de la cepa KpBUAP021. 

Tabla VI. Esquema de inmunización por vía intraperitoneal 

 
 Esquema de inmunización 

1° inmunización 

Semana 1 

2° inmunización 

Semana 2 

3° inmunización 

Semana 3 

4° inmunización 

Semana 4 

Grupo de 
Microvesículas Microvesículas Microvesículas Microvesículas 

ratones 

“ATCC” 

“ATCC” con 

adyuvante 

completo de 

“ATCC” con 

adyuvante 

incompleto de 

“ATCC” con 

adyuvante 

incompleto de 

“ATCC” con 

adyuvante 

incompleto de 

(2 ratones) 
Freund (1:1) Freund (1:1) Freund (1:1) Freund (1:1) 

Grupo de 
Microvesículas Microvesículas Microvesículas Microvesículas 

ratones 

“KpBUAP021” 

KpBUAP021 con 

adyuvante 

completo de 

KpBUAP021 con 

adyuvante 

incompleto de 

KpBUAP021 con 

adyuvante 

incompleto de 

KpBUAP021 con 

adyuvante 

incompleto de 

(2 ratones) 
Freund (1:1) Freund (1:1) Freund (1:1) Freund (1:1) 

 

 
7.5. Obtención de sueros hiperinmunes 

 

 
Al término del esquema de inmunización todos los ratones inmunizados se 

sangraron por medio corte en la parte terminal de la cola utilizando el protocolo que 

se describió anteriormente, de donde se obtuvo una muestra sanguínea de 

aproximadamente 500 µl y 200 μl de suero por cada ratón después de realizar la 

centrifugación de cada una de las muestras con la finalidad de obtener el suero 

hiperinmune. Es importante mencionar que durante y después de las 

inmunizaciones los animales no presentaron caída de pelo, inflamación en la zona 

abdominal ni afectaciones en su peso. 
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7.6. Cuantificación del título de anticuerpos 

 

 
Con la finalidad de comprobar si se tenía un buen título de anticuerpos y determinar 

si es que existía una diferencia en los mismos después de la inmunización con las 

microvesículas, se cuantificó mediante un ensayo de ELISA la presencia de 

inmunoglobulinas IgGs totales presentes en los sueros hiperinmunes y el suero 

preinmune. Para la realización de este ensayo se analizaron diferentes disoluciones 

de los sueros: 1:100, 1:1,000, 1:5,000, 1:10,000 y 1:20,000. 

Adicionalmente, se realizó el cálculo de la desviación estándar a partir de los títulos 

totales obtenidos del suero preinmune y los dos sueros hiperinmunes: “ATCC” y 

KpBUAP021. Estos resultados se muestran en la tabla VII. 

Tabla VII. Valores de absorbancia de los títulos de anticuerpos de cada suero con su 

respectiva desviación estándar. 

 

Dilución del 

suero 
Preinmune Hiperinmune “ATCC” 

Hiperinmune 

“KpBUAP021” 

Desviación 

estándar 

1:100 0.106 0.104 0.2055 0.0580 

1:1000 0.101 0.083 0.127 0.0221 

1:5000 0.082 0.0695 0.075 0.0062 

1:10000 0.075 0.062 0.07 0.0065 

1:20000 0.0710 0.06 0.0680 0.0056 

 

 

Los datos obtenidos después de realizar la lectura de absorbancia a λ=630nm en un 

lector de microplacas ELISA se graficaron con ayuda de Excel donde se observan 

las diferencias entre los sueros preinmune e hiperinmunes conforme las diluciones 

evaluadas (1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10.000, 1:20,0000). 
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Gráfica I. Títulos de anticuerpos totales de los sueros preinmune e hiperinmune “ATCC” y 

KpBUAP021. Los datos fueron obtenidos mediante un ensayo de ELISA. La absorbancia fue leída a 

630 nm. La desviación estándar de cada dilución es: 1:100 (0.0580), 1:1000 (0.0221), 1:5000 

(0.0062), 1:10,000 (0.0065) y 1:20,000 (0.0056). 

 
Con base en los resultados obtenidos, se puede concluir que existe una diferencia 

significativa entre los títulos del suero preinmune contra los dos sueros 

hiperinmunes (“ATCC” y KpBUAP021). Además, los valores de absorbancia de los 

sueros hiperinmunes indican la presencia de anticuerpos policlonales IgGs 

específicos contra las microvesículas debido a que son mayores en comparación 

con los del suero preinmune en todas las diluciones, principalmente en KpBUAP021. 

7.7. Isotipificación de las inmunoglobulinas 

 

 
Para corroborar que las OMV aisladas de K. pneumoniae actúan como 

inmunógenos y caracterizar la respuesta inmune inducida en los ratones 

inmunizados por vía intraperitoneal, se determinó la distribución de isotipos de 

inmunoglobulinas (Igs) específicas contra las microvesículas en los sueros 
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hiperinmunes de ambos grupos y el control 1 semana después de la inmunización 

final mediante un ensayo de ELISA. 

 

 
Figura 10. Placa de ELISA donde se realizó la isotipificación usando el KIT ISO2 de SIGMA. En la 

fila “A” se localiza el blanco; en las filas “B” y “C” el suero preinmune “control”; en “D” y “E” el suero 

hiperinmune “ATCC” y en “F” y “G” el suero hiperinmune KpBUAP021. La imagen es representativa 

de tres ensayos independientes. 

 

Los datos obtenidos después de la lectura de absorbancia a 630 nm fueron 

evaluados mediante análisis estadístico ANOVA de una vía utilizando el programa 

GraphPad Prism 8 que mostró como resultado un valor de P de <0.001 lo que 

permite rechazar la hipótesis nula que supone que todas las medias son iguales. 

Tabla VIII. Resumen de los datos obtenidos en el análisis estadístico ANOVA. 

 
Resumen de análisis estadístico ANOVA 

P value <0.001 

¿Diferencia significativa entre medias (P < 0.05)? Yes 

R square 0.9789 

 
El análisis fue realizado en GraphPad Prism 8. 
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Por otra parte, el análisis de varianza ANOVA permitió el cálculo del ajuste de la 

suma de los cuadrados (SC), grados de liberad (DF por sus siglas en ingles), ajuste 

de la media cuadrática (MS) y el valor de F. 

Tabla IX. Resultados del análisis de varianza ANOVA de una vía. 

 

ANOVA SC 
Grados de 

libertad (DF) 
MS Valor de F Valor de P 

Anticuerpos 51.32 2 25.66 208.3 P<0.001 

Error 1.109 9 0.1232  

Total 52.43 11  

 

 
Finalmente, el análisis estadístico permitió el cálculo de la desviación estándar de 

cada una de las inmunoglobulinas (Tabla X). 

Tabla X. Desviación estándar de cada uno de los isotipos encontrados en los suero 

preinmune e hiperinmunes “ATCC” y “KpBUAP021”. 

 

Desviación estándar 

σ IgG1 IgG2a IgG2b IgG3 

Preinmune 0.0608 0.131 0.123 0.154 

ATCC 0.057 0.104 0.105 0.088 

KpBUAP021 0.54 0.24 0.46 0.50 

 

 
Los resultados obtenidos muestran una diferencia estadísticamente significativa en 

la expresión de inmunoglobulinas por parte de los animales inmunizados con las 

microvesículas de KpBUAP021 con respecto al suero preinmune del ratón no 

inmunizado y animales inmunizados con las microvesículas de “ATCC” (p<0.001). 

En la gráfica II se muestran los valores de absorbancia de los sueros preinmune, 

hiperinmune “ATCC” e hiperinmune KpBUAP021 y de acuerdo con las medias 

obtenidas los isotipos encontrados son IgG2b> IgG3>IgG2a>IgG1. 
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En conjunto, estos resultados permiten concluir que la inmunización de 

microvesículas de la cepa KpBUAP021 induce una mayor respuestas de 

anticuerpos específicos en comparación con las microvesículas de la cepa “ATCC”. 

 

 
Gráfica II. Isotipificación de sueros de ratones inmunizados con microvesículas purificadas de K. 

pneumoniae cepas “ATCC” y KpBUAP021” y suero preinmune usando KIT ISO2 de SIGMA. La placa 

de ELISA fue leída a 630 nm. Se muestra una diferencia estadísticamente significativa en la 

expresión de inmunoglobulinas por parte de los animales inmunizados con las OMV de KpBUAP021 

con respecto al suero preinmune y animales inmunizados con las OMV de “ATCC” (p<0.001). La 

grafica representa el promedio de tres ensayos independientes. 
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8. DISCUSION DE RESULTADOS 

 

 
Las infecciones nosocomiales son catalogadas como una de las amenazas de salud 

pública más importante en los últimos años, ya que se estima que entre el 5% y 10% 

de los pacientes que ingresan a un hospital contraerán al menos una IAAS (WHO, 

2005; WHO, 2021). No obstante, hoy en día muchos países, principalmente países 

en desarrollo, carecen de un sistema de vigilancia que permita el monitoreo y control 

de estas. 

Klebsiella pneumoniae es un patógeno oportunista considerado como una de las 

principales bacterias Gramnegativas que causa infecciones nosocomiales a nivel 

mundial, sobre todo, en pacientes inmunocomprometidos, con comorbilidades, 

sometidos a procesos quirúrgicos y pacientes en unidades de cuidados intensivos 

o que requieren del uso de dispositivos médicos permanentes como catéteres o 

ventiladores mecánicos, e inclusive en recién nacidos (Podschun & Ullmann, 1998; 

Voidazan et al., 2020). 

Adicionalmente, la creciente resistencia a los antibióticos que presenta K. 

pneumoniae, asi como su capacidad de adquirir multirresistencia e incluso pan 

resistencia limita el tratamiento de estas infecciones. La OMS advirtió acerca de la 

inminente necesidad de desarrollar nuevos antibióticos, pues desde hace más de 

40 años no se han desarrollado nuevos antibióticos para el tratamiento de 

infecciones causadas por bacterias Gramnegativas (Choi et al., 2019; WHO, 2016), 

lo que exige la generación de nuevas terapias asi como el desarrollo de vacunas 

que funcionen como tratamientos profilácticos permitiendo prevenir, controlar y 

reducir la incidencia de este tipo de infecciones. 

Actualmente, existen diversos enfoques terapéuticos que han sido desarrollados 

con la finalidad de prevenir las infecciones causadas por K. pneumoniae. Estos 

incluyen la inmunización activa basada en la inoculación de un múltiples epítopos 

microbianos, lo que ha permitido el desarrollo de vacunas (Podschun & Ullmann, 

1998). Hasta la fecha, las vacunas que se han generado contra este patógeno 

incluyen: vacunas de células bacterianas atenuadas o inactivadas; extractos 
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celulares propuestos como una alternativa para la generación de una vacuna libre 

de células; vacunas de subunidades basadas en proteínas inmunogénicas como 

toxinas, proteínas de superficie como OMP, proteínas fimbriales, CPS y de LPS y 

vacunas ribosomales (Ahmad et al., 2012; Assoni et al., 2021; Choi et al., 2019). 

Recientemente, algunos otros enfoques terapéuticos incluyen screening genómico, 

el uso de bacteriófagos específicos de K. pneumoniae e inmunoterapia pasiva lo 

que ha conllevado al desarrollo de anticuerpos monoclonales (mAb) (Ahmad et al., 

2012; Assoni et al., 2021; Choi et al., 2019). 

A pesar de todas estas alternativas terapéuticas, hasta la fecha, no existe ninguna 

vacuna contra K. pneumoniae autorizada por la FDA. Mas aún, no se han publicado 

informes sobre estudios clínicos de vacunas contra esta bacteria desde mediados 

de la década de 1990 (Choi et al., 2019). Lo anterior, se debe en gran medida a que 

todos estos enfoques han presentado diversas problemáticas que van desde una 

baja inmunogenicidad de sus componentes hasta elevados costos de producción. 

Además, la reducción de la infección bacteriana no fue estadísticamente 

significativa y la mayoría de las vacunas propuestas presentaron seguridad limitada 

y reacciones toxicas adversas (Choi et al., 2019; Sartorio et al., 2021; Toyofuku et 

al., 2015). 

En años más recientes, las microvesículas se han considerado como un candidato 

prometedor para el desarrollo de vacunas contra infecciones bacterianas, ya que 

diversos estudios han comprobado su capacidad para inducir respuestas 

inmunitarias adaptativas específicas. Diversos estudios realizados en modelos 

animales han demostrado que la inmunización de OMV puede conferir una 

protección completa contra diversas infecciones causadas por una amplia variedad 

de bacterias (Chatterjee & Chaudhuri, 2011; Huang et al., 2014; Kaparakis-Liaskos 

& Ferrero, 2015; Timothy Prior et al., 2021). 

Las OMV derivadas de bacterias Gramnegativas patógenas presentan diversas 

características necesarias para la generación de una vacuna eficaz: en primera 

instancia contienen múltiples antígenos de superficie capaces de inducir tanto una 

respuesta humoral como una respuesta inmune mediada por células T. Además, su 
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tamaño pequeño facilita su procesamiento por parte de las células presentadoras 

de antígenos (Furuyama & Sircili, 2021). 

No obstante, a pesar de que diversos estudios se han enfocado en describir la 

producción y funcionalidad de las OMV de diversos microrganismos gramnegativos 

como plataformas vacunales, hasta la fecha no existe mucha información acerca del 

potencial inmunogénico que presentan las microvesículas secretadas por K. 

pneumoniae. Es por ello, que en este trabajo se analizó la respuesta inmune 

humoral provocada después de la inmunización por vía intraperitoneal de las 

microvesículas secretadas por este patógeno Gramnegativo. 

En este trabajo se logró aislar microvesículas a partir de dos cepas de K. 

pneumoniae: “ATCC” y KpBUAP021 mediante centrifugación diferencial. Debido a 

la baja densidad de las OMV en comparación con los componente presentes en la 

célula bacteriana como proteínas, flagelos, pili, etc., durante la centrifugación 

basada en el gradiente de densidad, las microvesículas migran a fracciones más 

ligeras, razón por la cual al realizar el aislamiento se debe recuperar el 

sobrenadante (Klimentová & Stulík, 2015). Como paso adicional para garantizar la 

purificación de las microvesículas los sobrenadantes previamente centrifugados se 

clarificaron a través de filtros de membrana de nylon de 0,22 µm y 0,45 µm como se 

describe en bibliografía consultada (Bauman & Kuehn, 2006; Ellis et al., 2010; 

Huang et al., 2016; Roy et al., 2011; Timothy Prior et al., 2021; Toyofuku et al., 2015; 

Zhang et al., 2021; Zhao et al., 2013). 

Una vez obtenidas las microvesículas, se verificó estuvieran libres de contaminantes 

bacterianos, se determinó la concentración obtenida y posteriormente se utilizaron 

para la inmunización intraperitoneal de los ratones BALB/c. Después de concluir el 

esquema de inmunización planteado, se analizó la inmunogenicidad de las 

microvesículas y la distribución de isotipos de IgG en sueros hiperinmunes de los 

ratones inmunizados con las microvesículas de la cepa de referencia “ATCC” y el 

aislado clínico KpBUAP021 de K. pneumoniae. Los anticuerpos presentes en los 

sueros preinmune e hiperinmunes se cuantificaron mediante un ensayo de ELISA 

donde se utilizaron las diluciones 1:100, 1:1000, 1:5000, 1:10,000 y 1:20,000 de 
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estos. Los títulos de IgG fueron analizados 5 semanas después de la primera 

inmunización. Los datos obtenidos al realizar la lectura de la placa a una 

absorbancia de 630 nm denotan que el título de anticuerpos es conmensurable 

desde la dilución 1:20,000. 

Los resultados de estos títulos revelan una diferencia notoria entre el suero 

hiperinmune de los ratones inmunizados con las microvesículas de la cepa 

KpBUAP021 que mostraron ser mucho mayores a los títulos medidos para los 

ratones inmunizados con las microvesículas de la cepa “ATCC”. Cabe señalar que 

los títulos de IgG desarrollados en ratones inmunizados con la cepa “ATCC” estaban 

casi a la par con el suero preinmune utilizado como control como se muestra en la 

gráfica 1, lo que evidencia una débil inmunogenicidad por parte de las 

microvesículas de esta cepa. 

Este ensayo demuestra que la inmunización por vía intraperitoneal de las 

microvesículas secretadas a partir de la cepa KpBUAP021 presentan una mayor 

inmunogenicidad, capaz de inducir un aumento en el título de anticuerpos, contrario 

a lo observado con las microvesículas de la cepa “ATCC”. 

Además de la cuantificación de las IgG, los isotipos de anticuerpos específicos 

generados contra las microvesículas se caracterizaron mediante un ensayo de 

ELISA. Los datos obtenidos se sometieron a un análisis estadístico de varianza 

(ANOVA de una vía), mostró una diferencia estadísticamente significativa (p<0.001) 

en la expresión de inmunoglobulinas G por parte de los ratones inmunizados con 

las microvesículas de la cepa KpBUAP021 que desarrollaron respuestas de 

anticuerpos del tipo IgG más sólidas contra las OMV durante las semanas 

posteriores a la inmunización, en comparación con el suero preinmune y los ratones 

del grupo “ATCC”, por lo que se rechazó la hipótesis nula donde se plantea que las 

medias para todos los isotipos son iguales. Asimismo, de acuerdo con los datos 

obtenidos a partir del análisis estadístico el isotipo de anticuerpos fue: 

IgG2b>IgG3>IgG2a>IgG1. 

Los niveles de isotipos IgG (IgG1, IgG2a, IgG2a e IgG3) presentes en el suero 

inducidos por la inmunización de las microvesículas de la cepa KpBUAP021 
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muestran que la protección conferida por parte de la respuesta inmune esta 

equilibrada entre Th1/Th2 sugiriendo una activación de la inmunidad adaptativa 

mixta humoral y celular, ligeramente sesgada hacia Th1 (IgG2b>IgG1). De hecho, 

los niveles de IgG2b desarrollados en los ratones BALB/c inmunizados con las 

microvesículas KpBUAP021 pueden considerarse como ligeramente elevados 

tomando en cuenta que la cepa BALB/c tiende a desarrollar una respuesta 

inmunitaria predominantemente Th2 (Nakamura, 2013). 

Se ha reportado que los linfocitos Th1 y Th2 son linfocitos T efectores diferenciados 

a partir de linfocitos T vírgenes CD4+. El subgrupo Th1 estimula la inmunidad de 

tipo inflamatoria que resulta principalmente en la producción de citocinas 

proinflamatorias y es inducido por la interleucina 12 (IL-12) y el interferón gamma 

(IFN-γ). Es la principal población de linfocitos T efectores en la defensa mediada por 

fagocitos, ya que una de sus funciones principales es la activación de las células 

dendríticas, macrófagos y los linfocitos NK, lo cual se considera importante para la 

destrucción de patógenos intracelulares. Además, mediante la liberación de IFN-γ e 

IL-12, activa a los linfocitos T citotóxicos (CD8+), promueve la actividad de las NK y 

estimula la producción de algunos anticuerpos IgG opsonizantes, al mismo tiempo 

que activa el complemento, promoviendo la fagocitosis de los microorganismos 

opsonizados. El IFN-γ actúa sobre linfocitos B para promover el cambio a ciertas 

subclases de IgG sobre todo IgG2a mientras inhibe el cambio a isotipos 

dependientes de la interleucina 4 (IL-4) impidiendo la proliferación de Th2 (Abbas, 

2015; Collins, 2016; Delves, 2016; Fazilleau et al., 2009; Romagnani, 2000). 

Por el contrario, la respuesta inmunitaria Th2, promovida por la IL-4, es considerada 

importante contra patógenos extracelulares. Este subgrupo estimula las reacciones 

mediadas por mastocitos y eosinófilos, además, se caracteriza por la producción de 

elevados títulos de anticuerpos, producto de la secreción de citocinas IL-4, IL-5, IL- 

9, IL-10 e IL-13 y la estimulación de la inmunidad de tipo antiinflamatorio encargada 

de restablecer la homeostasis después del desafío contra patógenos de tipo 

extracelular. Análogamente, la IL-4 induce la producción de IgG1 e IgE mientras que 
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inhibe al isotipo IgG2a (Abbas, 2015; Collins, 2016; Delves, 2016; Fazilleau et al., 

2009; Romagnani, 2000). 

De forma general, las funciones de los anticuerpos IgG1, IgG2a, IgG2a e IgG3 son 

diferentes. No obstante, trabajan en armonía con la finalidad de establecer una 

respuesta inmune exitosa. Los isotipos IgG2a, IgG2b e IgG3 murinos contribuyen 

principalmente a la inmunidad de tipo proinflamatoria, al mismo tiempo que pueden 

unirse y activar eficazmente el sistema del complemento (Baudino et al., 2008; 

Collins, 2016; Damelang et al., 2019; Fazilleau et al., 2009; Kao et al., 2017; Sin et 

al., 1999). 

El isotipo IgG2a está ligado con los mecanismos que se regulan a través de su unión 

con el receptor Fc-gamma (FcγR) como la fagocitosis de microorganismos 

opsonizados, la liberación de mediadores inflamatorios y la citotoxicidad celular 

dependiente de anticuerpos. Al mismo tiempo, IgG2a es el principal isotipo fijador 

del complemento en el ratón. En términos generales, se ha establecido que IgG2a 

tiene las mismas propiedades que IgG2b. De hecho, tanto IgG2a como IgG2b son 

capaces de fijar el complemento (Abbas, 2015; Collins, 2016; Delves, 2016; 

Fazilleau et al., 2009). 

Por su parte, el isotipo IgG2b, cuya producción se promueve mediante el factor de 

crecimiento transformante-β (TGF-β) en el ratón, esta frecuentemente asociado 

como parte de la respuesta inmune independiente de células T. De hecho, IgG2b 

funciona conjuntamente con los anticuerpos IgG3 en el establecimiento de una 

respuesta temprana, principalmente cuando la ayuda por parte de las células T está 

limitada: IgG3 está encargada de iniciar el proceso inflamatorio a través de la fijación 

y activación de las cascadas del complemento y el reclutamiento de células 

inflamatorias, mientras que IgG2b promueve las funciones efectoras tempranas 

mediadas por el receptor FcγR (Baudino et al., 2008; Collins, 2016; Damelang et al., 

2019; Fazilleau et al., 2009; Vidarsson et al., 2014). 

Adicionalmente, se sabe IgG2b e IgG3 son clave en la respuesta inmune contra 

antígenos T independientes, por ejemplo, el LPS (Delves, 2016). Dado que las OMV 

contienen diversas moléculas de superficie de las células bacterianas que las 
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secretan ancladas a sus membranas externas como se explicó con anterioridad, el 

alto título del isotipo IgG2b concordante con los resultados obtenidos a partir de este 

estudio, podría deberse a la vasta presencia de LPS en la superficie de las 

microvesículas considerando que esta molécula es, de igual forma, uno de los 

factores de virulencia más importantes de K. pneumoniae. De la misma forma, la 

alta producción de IgG2b permitiría inferir que la inmunización con microvesículas 

de K. pneumoniae sería capaz de activar al subgrupo Th17 el cual es promovido por 

TGF-β. Las células Th17 son capaces de mediar las respuestas a bacterias y 

hongos extracelulares a través de la producción de IL-2 e IL-17 encargada del 

reclutamiento de neutrófilos al sitio de infección, además, de que promueve la 

eliminación de bacterias mediada por macrófagos (Delves, 2016; Fazilleau et al., 

2009; Higgins et al., 2019). 

En cuanto a los anticuerpos IgG1 murinos, su función es limitar los procesos 

inflamatorios impulsados por los demás isotipos IgG mediante su interacción con el 

receptor Fc inhibidor FcγRIIb. Asimismo, IgG1 no activa la vía proinflamatoria del 

complemento, evitando que otros isotipos de IgG se unan a C1q, al mismo tiempo 

que suprime las cascadas del receptor 5a del complemento. Además, es incapaz de 

desencadenar funciones efectoras mediadas por FcγR. Po lo que el IgG1 murino 

contribuye a las respuestas inmunitarias antiinflamatorias. En etapas tardías de la 

respuesta inmune, el cambio de isotipo IgG1 de ratón conduce a la producción de 

IgE (Abbas, 2015; Collins, 2016; Delves, 2016; Fazilleau et al., 2009; Higgins et al., 

2019). 

En conjunto, los resultados obtenidos indican que las microvesículas de la cepa 

KpBUAP021 podrían ser capaces de inducir una respuesta inmune mixta 

Th1/Th2/Th17, lo que sugiere la activación de una respuesta inmune tanto humoral 

como celular contra estas OMV. Además, los resultados muestran que las 

microvesículas KpBUAP021 son capaces de inducir una activación específica de la 

respuesta inmune celular mediada por los anticuerpos del tipo IgG, especialmente 

IgG2a, IgG2b e IgG3 que sesgan la respuesta al tipo Th1, asi como la inmunidad 

humoral mediada por la producción de los isotipos IgG1 correspondiente al 
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subgrupo Th2. En contraste, las microvesículas de la cepa de referencia “ATCC” no 

patógena, son incapaces de activar una respuesta cuantificable por parte del 

sistema inmune. 

La respuesta Th1/Th2/Th17 es coherente con las respuestas informadas 

anteriormente en otros estudios. Estudios previos demostraron que la inmunización 

por vía intraperitoneal en ratones de las cepas C57BL/6 y BALB/c con 

microvesículas de E. coli ofrece un efecto protector contra la letalidad inducida por 

bacterias, además de prevenir la sepsis y el síndrome de respuesta inflamatoria 

sistémica a través de las respuestas Th1 y Th17 donde la inmunidad protectora 

contra las microvesículas se atribuyó en gran parte a la estimulación de las células 

T dependientes de IFN-γ e IL-17, en lugar de la inmunidad humoral mediada por las 

células B, ya que aun en ratones knockout deficientes para IFN-γ, IL-17 e IL-4 la 

capacidad de las células B para producir anticuerpos IgG1 e IgG2a se conservó 

(Kim et al., 2013). Por otra parte, en años más recientes, se comprobó que la 

inmunización de ratones hembra BALB/c por vía subcutánea con una vacuna 

candidata basada en microvesículas de B. pertussis resulta en la estimulación de 

una respuesta sistémica mixta Th1/Th2/Th17 demostrando niveles más altos de 

anticuerpos de tipo IgG, con un isotipo IgG1 dominante después de la primera 

inmunización y un cambio a IgG3 después de la inmunización de refuerzo, asi como 

una baja respuesta inflamatoria reflejada en una disminución de los niveles de 

citoquinas proinflamatorias en comparación con una vacuna de células enteras 

reactogénica clásica, lo que enfatiza el potencial de las vacunas basadas en OMV 

(Raeven et al., 2016). 

En otro estudio, la inmunización intramuscular en ratones hembra ICR con 

microvesículas de un aislado clínico de A. baumannii resistente a múltiples 

fármacos, generó altos niveles de anticuerpos IgG específicos, principalmente 

IgG2a y en menor proporción IgG1, indicando fuertes respuestas por parte de la 

inmunidad de tipo Th1. Además, la inmunización con OMV brindó protección a los 

ratones contra el desafío intranasal con A. baumannii, mediado por una rápida 

respuesta de anticuerpos IgA e IgG de la mucosa de las vías respiratorias, asi como 
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contra bacterias homólogas y otros aislados clínicos clonalmente distintos en un 

modelo de sepsis y neumonía, donde los niveles elevados de IL-33 e IL-13 sesgaron 

la respuesta a una de tipo Th2, mientras que disminuyó significativamente la 

acumulación de citocinas inflamatorias reduciendo la carga bacteriana en fluidos de 

lavado broncoalveolar, pulmón y bazo (Huang et al., 2014) 

Finalmente, en cuanto a la inmunización de microvesículas secretadas por K. 

pneumoniae, un estudio previo titulado “Vacunación con vesículas extracelulares 

derivadas de Klebsiella pneumoniae protege contra la letalidad inducida por 

bacterias a través de la inmunidad humoral y celular” realizado por Lee y 

colaboradores se demostró que la inmunización por vía intraperitoneal de OMVs 

derivadas de K. pneumoniae induce una respuesta por parte de la inmunidad innata 

y adaptativa en ratones hembra C57BL/6. Se evidenció que después de la 

inmunización de OMV se genera un aumento significativo de anticuerpos 

específicos, principalmente IgG. Asi mismo, en este estudio se evaluó la respuesta 

especifica de las células T a las OMV, obteniendo una mejora significativa en cuanto 

la estimulación de IFN-γ producida  por  las  células  Th1  en  aquellos  ratones 

vacunados. Además, se demostró que existe una mejora en la expresión de IFN-γ, 

IL-17 e IL-4 en células CD4+ producto de la inmunización. Todos los ratones 

inmunizados con OMV sobrevivieron al reto bacteriano mostrando una mejoría en 

el porcentaje de sobrevivencia, con un aumento en la dosis inmunizada alcanzando 

el 100% después de la vacunación con 1 μg. Adicionalmente, el tratamiento de APC, 

específicamente de macrófagos con estas OMV, indicó que estas células fueron 

capaces de internalizar a las OMV induciendo eficazmente la producción de 

citocinas proinflamatorias, como IL-6 y TNF-α asi como un aumento en la expresión 

del MHC-II y moléculas CD86. En conjunto, los resultados de ese estudio 

demuestran que las inmunizaciones con OMV derivadas de K. pneumoniae inducen 

una fuerte respuesta de células Th1 productoras de IFN-γ, además de respuestas 

Th17 y Th2 contra los antígenos presentes en estas microvesículas (Lee et al., 

2015). 



71 
 

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la inmunización con las OMV 

derivadas de K. pneumoniae proporciona una excelente alternativa para el 

desarrollo de vacunas seguras, eficaces y de fácil producción para permitir el control 

y la disminución de la incidencia de las infecciones bacterianas producidas por K. 

pneumoniae. A partir de los resultados obtenidos, y con base en la información 

reportada en diversos estudios previos, se propone que el posible mecanismo 

inmunológico generado por la inmunización del modelo murino con las OMV 

derivadas de la cepa KpBUAP021 comienza con el reconocimiento de las 

microvesículas por parte de las células presentadoras de antígenos principalmente 

macrófagos, células dendríticas y neutrófilos. Estas células, al procesarlas, 

desencadenan la liberación de diversas citocinas, principalmente de tipo 

proinflamatorio. Análogamente, esta respuesta química, producida por la activación 

de estas APC, induce una respuesta inmune adaptativa mediante la activación 

linfocitos T y B. Por su parte, los linfocitos T, al entrar en contacto con las APC que 

presentan los antígenos de las microvesículas en su superficie, pueden diferenciarse 

en cualquiera de los tres subtipos principales: Th1, Th2 y Th17, dependiendo del 

ambiente de citocinas presente en el entorno. Esta diferenciación contribuye a la 

inmunidad adaptativa celular. De igual forma, las APC pueden estimular la 

activación de las células B encargadas de producir anticuerpos, mediando asi, la 

respuesta inmune humoral (Figura 11). 

No obstante, el desarrollo de plataformas vacunales basadas en microvesículas es 

relativamente nuevo, lo que implica que es necesario el desarrollo de diversos 

análisis asi como la determinación de diversos parámetros como la dosis, vía de 

administración optima y la reducción de su toxicidad atribuida a su composición 

proporcionando una seguridad en estas vacunas para poder ser utilizadas 

ampliamente en humanos. 
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Figura 11. Mecanismo inmunológico propuesto en este estudio para las microvesículas aisladas 

de Klebsiella pneumoniae. Creado con BioRender.com 
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9. CONCLUSIONES 

 

 
La inmunización por vía intraperitoneal con microvesículas de la cepa KpBUAP021 

de K. pneumoniae en el modelo murino BALB/c favoreció la producción de 

anticuerpos policlonales específicos IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 demostrando que 

las proteínas asociadas a las OMV KpBUAP021 son inmunogénicas, capaces de 

activar una respuesta inmune específica humoral y celular de tipo mixta Th1/Th2. 

Por lo tanto, las OMV representan una herramienta prometedora para el desarrollo 

de vacunas de próxima generación contra infecciones nosocomiales causadas por 

K. pneumoniae y algunas otras bacterias Gramnegativas. 
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10. PERSPECTIVAS 

 
 

• Analizar las proteínas presentes en el cargo molecular y determinar su 

participación en la generación de anticuerpos contra las OMV de K. 

pneumoniae. 

 
• Analizar el uso de las microvesículas como una plataforma vacunal que 

permita el desarrollo de nuevas terapias contra infecciones bacterianas 

multidrogorresistentes. 

 
• Diseñar microvesículas con diversos antígenos homólogos entre 

enterobacterias que permita generar vacunas multivalentes contra diversas 

infecciones generadas por bacterias Gramnegativas. 

 
• Evaluar la protección conferida por medio de la inmunización intraperitoneal 

con microvesículas de K. pneumoniae a través del reto bacteriano. 

 
• Demostrar la capacidad intrínseca adyuvante de las OMV para activar la 

respuesta inmune humoral y celular formulando una vacuna sin la utilización 

adicional de adyuvantes. 

 
• Caracterizar el tipo de citocinas producidas por la inmunización de 

microvesículas que permitan determinar con exactitud las respuestas 

inmunes generadas asi como la subclase predominante de linfocitos T 

activados. 
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11. PRESENTACIONES ACADÉMICAS 

 
 

• 1er. Lugar en el XXXIX Congreso Interamericano de Infectología 

Pediátrica “Dr. Armando Rentería Cárdenas” organizado por la Asociación 

Mexicana de Infectología Pediátrica con el proyecto: “Caracterización 

molecular e inmunológica de microvesículas secretadas de Klebsiella 

pneumoniae” de Trabajos Libres en la Categoría de Investigación Básica. 

Junio, 2021. 

 
• Participación en el XXXIX Congreso Interamericano de Infectología 

Pediátrica “Dr. Armando Rentería Cárdenas” organizado por la Asociación 

Mexicana de Infectología Pediátrica con el proyecto: “Caracterización 

molecular e inmunológica de microvesículas secretadas de Klebsiella 

pneumoniae” en la presentación de trabajos libres en la modalidad poster y 

presentación oral. Junio, 2021. 

 
• Participación en el SEGUNDO ENCUENTRO ESTATAL DE JÓVENES 

INVESTIGADORES 2021: MODALIDAD VIRTUAL organizado por el 

Consejo de Ciencia y Tecnología del Estado de Puebla “CONCYTEP” con el 

proyecto: “Las microvesículas secretadas de Klebsiella pneumoniae son 

inmunogénicas: posible aplicación como nano-plataformas para el desarrollo 

de vacunas”. Agosto, 2021. 

 
• Participación en el concurso de Trabajos Libres del 3er. Congreso Nacional 

de Ciencias Bioquímicas y XXIV Semana del Día del Químico organizado 

por la Universidad de Sonora a través del departamento de Ciencias 

Químico-Biológicas y Agropecuarias con el proyecto: “Microvesículas 

aisladas de Klebsiella pneumoniae y su impacto en la respuesta inmune al 

administrarlas a un modelo murino por vía intraperitoneal”. Modalidad en 

línea, noviembre 2020. 
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• Participación como proyecto de investigación con el título: “Evaluación de 

anticuerpos generados por la inmunización de microvesículas purificadas de 

Klebsiella pneumoniae en el modelo murino” en el programa “Haciendo 

Ciencia en la BUAP Otoño XI" en 2019. 
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