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RESUMEN

Se estudiaron 311 sujetos de ambos sexos, aparentemente sanos, a quienes se les

determind el titulo de anticuerpos dirigidos contra las enzimas elastasa y proteasa

de Pseudomonas aeruginosa, siguiendo la técnica de hemaglutinacién pasiva en mi-

crotitulacién, encontrindose que todos ellos (100% ) mostraron titulos por debajo
de 1:80.

INTRODUCCION
Dada la alta incidencia de infecciones causadas por Pseudomonas aeruginosa sobre
todo aquellas adquiridas dentro de los hospitales, las cuales dia a dfa constituyen un

problema de vital importancia (1,2,3,4,5,6,8,9,15,16,19,20,21), se han venido im-
plementando una serie de estudios que nos permitan subsanar la complejidad cada
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vez mayor que representa el control, prevencion y tratamiento de este tipo de infec-
ciones, por lo que se ha venido incrementando la investigacion de la respuesta inmu-
ne, mediante diversas técnicas que nos permitan poner en evidencia en el suero de
los pacientes, diferentes tipos de anticuerpos dirigidos contra los determinantes an-
tigénicos que posee este germen en su estructura (7,23,24).

Por todos es conocido que este micro-organismo posee dos componentes en
su pared celular, uno de naturaleza lipopolisacirida (LPS) y otro de naturaleza pro-
téica (OEP) (3,17), pero ademds de estos dos componentes este micro-organismo
produce enzimas elastasa y proteasa, las cuales juegan un papel muy importante en
la patogénesis de las infecciones debidas a ellas (11,12,13,14,25). Ademis se ha de-
mostrado que estas enzimas son también antigénicas y que por lo tanto son capaces
de estimular una respuesta de anticuerpos en aquellos individuos infectados por ce-
pas productoras de estas enzimas (11,12,13,14,25). pero para darle un valor diag-
néstico a la determinacién de estos anticuerpos, es necesario establecer previamente
los valores normales encontrados en una poblacién, ya que es ampliamente conoci-
do la variacién de los titulos con la edad, irea geografica de residencia de los indivi-
duos, ete. )

Con este trabajo hemos querido aportar una contribucidén mas en lo referente
a la respuesta inmune en este tipo de infecciones, determinando previamente la fre-
cuencia y titulos de anticuerpos hemaglutinantes dirigidos contra las enzimas elasta-
sa y proteasa producidas por algunas cepas de Pseudomonas aeruginosa, en la pobla-
cién normal de Maracaibo, para asi poder obtener conclusiones sobre silos titulos
encontrados en un individuo infectado en un momento dado, sitven como una prue-
ba mis de ayuda diagnéstica en las infecciones causadas por éste micro-organismo.

MATERIALES Y METODOS

Se practic un muestreo convencional en 311 sujetos de ambos sexos, aparentemen-
te sanos, provenientes de estudiantes, personal docente, administrativo y obrero de
la Facultad de Medicina de L.U.Z,, Unidad Sanitaria de Maracaibo, Maternidad Cas-
tillo Plaza y Centros Materno Infantiles de la localidad.

Las edades oscilaron entre 0 y 75 y mads afios. Todos residentes en la ciudad
de Maracaibo. En el momento de la toma de la muestra se les llend una encuesta
donde se interrogaron los siguientes datos: nombre, edad, sexo, procedencia y ante-
cedentes de infecciones recientes.

Todos los recién nacidos fueron de edad gestacional y peso adecuado y no hu-
bo en ellos antecedentes maternos de infecciones agudas y/o crénicas.

En los nifios de 0 dfas, las muestras fueron tomadas de sangre del cordén, en
el resto del grupo en estudio, las muestras fueron tomadas por venipuntura, colec-
tandolas en tubos sin anticoagulantes. Los sueros obtenidos fueron guardados a
- 20°C hasta el momento de ser procesados,
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En todas las muestras de suero se determiné el titulo de anticuerpos dirigidos
contra las enzimas elastasa y proteasa de Pseudomonas acruginosa, siguiéndole la
técnica de hemaglutinacién pasiva por microtitulacidn, segin las recomendaciones
de Tomiyama y cols. (22).

Reactivos utilizados: El equipo o “Kit” comercial con los reactivos utilizados
para la prueba de hemaglutinacién fue obtenido por cortesia de los doctores J. Yu-
zuru Homma y Tetsuo Tomiyama del Departamento de Ciencias Médicas de la Uni-
versidad de Tokyo-Japbn y el cual consta del siguiente material:

Células sensibilizadas: Consisten en globulos rojos de carnero tanicados y sen-
sibilizados con elastasa y/o proteasa respectivamente,

Células no sensibilizadas: Consisten en glébulos rojos de carnero tanicados.

Diluente: Esta constituido por amortiguador fosfato salino M/15, pH: 7,2 y el
cual contiene 0,8% de suero normal de conejo, 2% de estroma de carnero y 1% de
estroma bovino. Estos estromas actlan como agentes absorbentesde anticuerpos
heterdfilos en el suero del paciente, contra los eritrocitos de carnero.

Preparacidn de los sueros: Los sueros fueron inactivados a 56°C durante 30
minutos, luego fueron diluidos 1:10, agregando 0,45 ml del diluente y 0,05 del sue-
ro. Esta mezcla se incubd a temperatura ambiente durante una noche, con la fina-
lidad de efectuar la absorcion.

Prueba de hemaglutinacion: Se emplearon placas de microtitulacién con ho-
yos en “U” donde se hicieron diluciones seriadas al doble de cada suero, comenzan-
do con una dilucién 1 = 80 hasta 1:5120, de acuerdo al protocolo que se presenta
en la Tabla N° 1. Posteriormente las placas se incubaron a temperatura ambiente du-
rante la noche, reportindose come titulo, el reciproco de la dilucién hasta donde se
observé algutinacion franca.

TABLAN®1
PROTOCOLO PARA LA PRUEBA DE HEMAGLUTINACION

Hoyito Diluente Suero Dilucion Células Célulasno  Dilucion

Ne (ml.) diluido del sensibiliza- sensibiliza- final del
al 1:10 {ml) suero das(ml). das (ml). suero
1 0,05 0,025 1:20 0,025 Control
2 0,025 0,025 1: 40 0,025 1: 80
3 0,025 0,025 1: 80 0,025 1: 160
4 0,025 0,025 1: 160 0,025 1: 320
5 0,025 0,025 1: 320 G:025 1: 640
6 0,025 0,025 1: 640 0,025 1: 1280
7 0,025 0,025 1: 1280 0,025 1: 2560
8 0,025 0,025 1: 2560 0,025 1: 5120

100



RESULTADOS

En la Tabla N° 1 se presenta el protocolo seguido para la prueba de hemaglutina-
cibn.

En el Cuadro N° 2 se presenta la distribucién del nGmero de muestras por
edad y sexo.

CUADRON*2
NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS POR EDAD Y SEXO
MARACAIBO 1977-78

Niimero de Muestras

Edad Total
Varones Hembras

0 dias
24 horas
36 horas
48 horas
96 horas

1 mes

e
= e | e N

4 meses
5 meses

[ A |

6 meses
7 meses
8 meses
9 meses

S

!

11 meses
1 afio
2 afios
3 afios
4 afios
5 afios
6 afios
7 afios
8 afios
9 afios

10 afios

11 afios

12 afios

13 afios

14 afios

sigue...
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Cuadro N°2 {Cont.)

CUADRON°2

NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS POR EDAD Y SEXO
MARACAIBO 1977-78

Niémero de Muestras

Edad Total
Varones Hembras
15 afios 5 1 ) 6
16 afios 2 1 3
17 afios 2 2. 4
18 afios 1 2 3
19 afios 1 3 4
20 afios 1 10 11
21 afios - 13 13
22 afios 1 14 15
23 afios 2 3 5
24 afios 2 3 5
25 afios 1 4 5
26 afios 1 2 3
27 afios 1 2 3
28 afios 1 2 3
29 afios 1 1 2
30 afios 1 6 7
31 aflos 2 6 8
32 afios 1 8 9
33 afios 1 2 3
34 afios 1 1 2
35 afios 2 1 3
36 afios 1 3 4
37 afios 1 4 5
38 afios 2 2 4
39 afos 2 1 33
40 afios 2 2 4
41 afios 2 1 3
42 afios 2 2 4
sigue...
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Cuadro N°2 (Cont.)

CUADRON°2

NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS POR EDAD Y SEXO

MARACAIBO 1977-78

Edad

Nimero de Muestras

Varones Hembras

Total

43 afios
44 afios
45 afios
46 afios
47 afios
48 afios
49 afios
50 afios
51 afios
52 afios
53 afios
54 afios
55 afios
56 afios
57 afios
58 afios
59 afios
60 afios
61 afios
62 anios
63 afios
64 afios
65 afios
66 afios
67 afios
68 afios
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Cuadro N°2 (Cont.)
CUADRO N*®2

NUMERO DE MUESTRAS ESTUDIADAS POR EDAD Y SEXO
MARACAIBO 1977-78

Nfimero de Muestras

Edad Total
Varones Hembras
69 afios 1 1 2
70 afios 1 — 1
71 afios 1 1 2
72 afios — 1 1
73 afios - 1 1
74 aiios 1 1 2
75 v + afios 3 3 6

TOTAL: 124 187 31

F. de I.: Unidad Sanitaria de Maracaibo. Maternidad Castillo Plaza. Maracaibo. Centros Mater-
no-Infantiles. Maracaibo. Facultad de Medicina. L.U.Z.

Dado que el nimero de muestras procesadas fue muy grande y por dificultar-
se en consecuencia el analisis de distribucidn, decidimos reunirlas por grupos etireos
y sexo, lo cual se muestra en el Cuadro N° 3, donde ademas se hace el analisis por-
centual de la dltima fila. En él podemos observar que en los varones, el mayor ng-
mero y por tanto el mayor porcentaje (13,71%), s¢ observd en el grupo de 1-4
afios, siguiéndole en orden de frecuencia los de 5-9 y 10-14 afios, con un 11,29%
cada uno. En cuanto a las hembras el mayor porcentaje {22,99%) se observo en el
grupo de 20-24 afios, signiéndole en orden de frecuencia el de 30-34 afios con un
12,29%, 5-9 con un 0.09% v el de 1-4 con un 8,56%. En lineas generales el mayor
porcentaje de muestras estudiadas estuvo comprendido en los grupos de 20-24 afios
con un 15,76 %, siguiéndole en orden de frecuencia el de 1-4 con un 10,61% y el de
5.9 conun 9,97%,

En el Cuadro N° 4 presentamos los titulos de anticuerpos observados por los
311 pacientes estudiados tanto para elastasa como para proteasa, observindose
que todos ellos (100% ) mostraron titulos por debajo de 1:80.
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CUADRON*® 3
DISTRIBUCION DE LAS MUESTRAS ESTUDIADAS
POR GRUPOS ETARIOS Y SEXO
MARACAIBO 1977-78

Muestras

Grupos

Etarios
Varones %  Hembras % Total %
~ 1 afio 10 8,07 11 5,88 21 6,75
1- 4 afios 17 13,71 16 8,56 33 19,61
5. 9 afios 14 11,29 17 9,09 31 9,97
10-14  afios 14 11,29 9 4,82 23 7,39
15-19 afios 11 8,87 9 4,82 20 6,43
20-24 afios 6 4,84 43 22,99 49 15,76
25-29 afios 5 4,03 11 5,88 16 5,15
30-34 afios 6 4,84 23 12,29 29 9,32
35-39 afios 8 6,45 11 5,88 19 6,11
40-44 afios 7 5,65 7 3,75 14 4,50
45-49  afios 8 6,45 5 2,67 13 4,18
50-54 afiow 2 1,61 9 4,82 11 3,54
55-59  afios 3 2,42 2 1,07 5 1,61
60-64 afios 2 1,61 3 1,60 5 1,61
65-69 afios 5 4,03 4 2,14 9 2,89
70-74 afios 3 2,42 4 2,14 7 2,25
75y <+  afos 3 2,42 3 1,60 6 1,93
TOTAL 124 100.60 187 100,00 311 100,00

F. de 1.: Unidad Sanitaria de Maracaibo. Maternidad Castillo Plaza. Matacaibo. Centros Mater-
no-Infantiles. Maracaibo, Facultad de Medicina L.U.Z.

CUADRO N°4

PSEUDOMONAS AERUGINQSA
TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES VS, ELASTASA
Y PROTEASA EN 311 SUJETOS APARENTEMENTE SANOS
MARACAIBO 1980 - 1983

Reciproco del Numero de
Anticuerpos Vs. Titulo Muestras Porcentaje
Elastasa 1: 80 311 100,00
Prote 1: 80 311 ) 100,00

F. de L: Unidad Sanitaria de Maracaibo, Maternidad Castillo Plaza, Maracaibo, Centros Mater-
no-Infantiles, Maracaibo. Facultad de Medicina. L.U.Z,
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DISCUSION

Debido al auge que dia a dia toman las pruebas serolégicas como ayuda diagnostica
en ciertas entidades clinicas y al hecho de que ya en nuestro medio se han venido
realizando estudios sobre la respuesta de anticuerpos a diferentes antigenos de Pseu-
domonas aeruginosa, quisimos aportar una contribucién mas a estos estudios, deter-
minando la frecuencia y titulos de anticuerpos hemaglutinantes dirigidos contra las
enzimas elastasa y proteasa producidas por algunas cepas de Pseudomonas aerugino-
sas en la poblacién normal de Maracaibo, a fin de obtener conclusiones sobre si los
titulos encontrados en un individuo infectado por este micro-organismo en un mo-
mento dado, sirven como una prueba mis de ayuda diagnéstica, en tales casos, so-
bre todo si tomamos en cuenta la frecuencia cada vez mis alta de infecciones cau-
sadas por este germen.

Este tipo de investigacién debe ser apoyada por una buena seleccion de la
muestra, incluyendo solamente aquellos individuos que no habian sufrido infec-
ciones recientes por el germen investigado, criterio seguido por nosotros en este
trabajo.

Consideramos que nuestros resultados son similares a los de Hiromatsu y cols.
(10), es decir que el 100% de las muestras presentaron titulos por debajo de 1:80,
sélo que a diferencia de ellos, nosotros no observamos diferencia de los titulos con
respecto a la edad.

La técnica utilizada en este trabajo en un método sencillo para la determina-
cién y cuantificacién de anticuerpos, asi como de gran especificidad, facil de reali-
zar y sobre todo permite el procesamiento de gran niimero de muestras en corto
tiempo.

Pensamos que con el conocimiento de estos resultados, estamos en capacidad
de valorar mejor esta prueba en el diagnéstico de las infecciones causadas por Pseu-
domonas aeruginosa en nuestro medio, sobre todo si tomamos en cuenta que no sb-
lo contamos con otra prueba que nos ayuda en el diagnéstico de infecciones causa-
das por este germen, sino que nos permite conocer si la cepa infectante es produc-
tora o no de estas enzimas.
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