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INTRODUCCION:

Las infecciones causadas por Psendomonas aeruginosa cada dia son
maés frecuentes, sobre todo aquellas adquiridas por los pacientes dentro de
los hospitales (1-10) y en individuos con comprometimiento de alguno de
sus mecanismos de defensa (11); agravdndose este problema mds ain si
tomarmos en cuenta que éstas son bastante refractarias al tratamiento an-
timicrobiano convencional (12).

Debido a ésto, en los tltimos afios se han incrementado los esfuerzos
por conocer mejor los aspecos epidemiolégicos y serolégicos de las infec-
ciones causadas por este germen (13-23).

Es bien conocido que la endotoxina que posee este germen es un com-
plejo proteico-lipopolisacarido, es decir, esta formada por dos fracciones,
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una proteica (OEP), y una lipopolisacarida (LPS), siendo la primera un an-
tigeno comun protector contra infecciones causadas por cualquier serotipo
de Pscudomonas acruginosa, mientras que la segunda, solamente protege
en infecciones ocasionadas por el mismo serotipo (24).

La hemaglutinacién pasiva constituye hoy en dia, una de las técnicas
utilizadas para determinar y cuantificar los anticuerpos dirigidos contra
cada una de esas dos fracciones de la endotoxina (25-27).

Debido a que ya en nuestro medio se han realizado estudios para
conocer la frecuencia y titulos de anticuerpos hemaglutinantes dirigidos
contra ambas fracciones en la poblacién normal (25, 26); hemos querido
con el presente trabajo determinar las variaciones de aquellos dirigidos
contra la fraccién proteica (OEP), en pacientes a quienes se les aislé esta
bacteria, a partir de diversas muestras clinicas.

MATERIALES Y METODOS:

Se estudiaron 59 pacientes de ambos sexos, hospitalizados en los Hos-
pitales Central Dr. Urquinaona y General del Sur de la ciudad de Mara-
caibo, con edades comprendidas entre menos de un afio a 75 y mds afios de
edad, a quienes se les aislo Ps, acruginosa a partir de diversas muestras
clinicas, sin evaluar en la gran mayoria de ellos su asociacién con con-
taminacién, colonizacion o infeccion clinicamente significante.

A estos pacientes se les tomd muestra de sangre por venipuntura,
colectandose éstas en tubos sin anticoagulante, Los sueros asi obtenidos
fueron guardados a -20°C hasta el momento de ser procesados.

En las muestras de sueroc se determind la presencia de anticuerpos
hemaglutinantes dirigidos contra la fraccién- proteica (OEP) de la endo-
toxima de Ps. aeruginosa, siguiendo la técnica de hemaglutinacidn pasiva
por microtitulacién en placas, segun las recomendaciones de Tomiyama y
cols. (27).

A 36 de los pacientes estudiados se les tomd dos muestras de sangre;
una el mismo dia en que las secciones de Bacteriologia de ambos hospitales
reportaron ¢l aislamiento de dicho germen y otra 10-12 dias después. En
12 de estos 36 pacientes fue posible tomar una tercera muestra 20-25 dfas
después de la primera. En los 23 pacientes restantes solo pudo ser obtenida
una muestra, la cual en 19 fue tomada 10-12 dias después del reporte bac-
teriolégico v el mismo dia en que se obtuvo dicho resultado en los otros
cuatro.
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REACTIVOS UTILIZADOS:

El equipo o ““Kil>’ comercial con los reactivos utilizados para la
prueba de hemaglutinacién fue obtenido por cortesia de los Dres. J. Yu-
zuru Homma y Tetsuo Tomiyama, del Departamento de Bacteriologia del
Instituto de Ciencias Médicas de la Universidad de Tokyo-Japon, v el cual
consta de los siguientes materiales:

CELULAS SENSIBILIZADAS :

Consiste en glébulos rojos de carnero tanicados y sensibilizados con la
porcién proteica de la endotoxina (OEP) de Ps. aeruginosa, obtenida de la
cepa N© 10, serotipo 5 de Homma.

CELULAS NO SENSIBILIZADAS:

Consiste en glébulos rojos de carnero tanicados.
DILUENTE:

Esta constituido por amortiguador fosfato salino (PBS), 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 actiian como agentes ab-
sorbentes de anticuerpos heterofilos en el suero del paciente contra los
eritrocitos de carnero.

PREPARACION DE 1L.OS SUEROS:

Los sueros fueron inactivados a 56°C durante 30 minutos, luego
fueron diluidos 1:10 agregando 0.45 mi. del diluente y 0.05 ml. del suero.
La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante la noche, con la
finalidad de efectuar la absorcion,

PREIBA DE HEMAGLUTINACION:

Las pruebas sc realizaron utilizando el sistema de microtitulacién en
placas plasticas en ‘U’ y siguiendo las recomendaciones sugeridas por
Tomiyama y cols. (27).

Los sueros fuercn probados en diluciones seriadas al doble desde
dilucién 1:80 hasta 1:5120, de acuerdo al protocolo que se muestra en el
Cuadro N© 1,

Se incluyé en cada prueba un suero testigo positivo,
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RESULTADOS:

En el Cuadro N© 2 mostramos el mimero de pacientes estudiados por
grupos etdreos y sexo. Se puede observar que el mayor nimero y por tanto
el mayor porcentaje (32.43%) de varones estudiados estuvo en los grupos
de 10-14, 60-64 y 65-69 afios, con un 10.81% para cada uno de ellos le
siguieron en orden de frecuencia aquellos de 1-4, 15-19 y 20-24 con un
8.11% cada uno. En relacién a las hembras, el mayor porcentaje (18.17%)
se present6 en el grupo de 45-49 aftos, siguiéndole en orden de frecuencia
el de 50-54 afios, con un 13.63%. En lineas generales el mayor porcentaje
(30.48%) estudiado, estuvo en los grupos de 10-14, 45-49 y 60-64, si-
guiendo en orden de frecuencia el de 1-4 afios con un 8.50%.

En el Cuadro N° 3 mostramos la distribucién de los titulos de an-
ticuerpos hemaglutinantes observados en las diferentes muestras de suero
estudiadas, podemos observar que, en las primeras 40, el mayor nimero y
por tanto el mayor porcentaje de ellas (60.00%) mostraron titulos menores
de 1:80, siguiendo en orden de frecuencia un 10.00% con titulos de
1:80; por el contrario en las segundas 54 muestras estudiadas, el mayor
numero de ellas (35.18%) presentaron titulos de 1:640 y un 22.22% mos-
traron titulos de 1:1280. En ninguna de estas muestras se observaron
titulos menores de 1:80.

En cuanto a las 12 terceras muestras estudiadas, pudimos observar
que el 50.00% de ellas mostraron titulos menores de 1:80, mientras que
en un 16.68% estas alcanzaron 1:1280. En el total de muestras estudiadas
encontramos que el 28.30% mostré titulos menores a 1:80 y el 20.76%
titulos de 1:640.

En el Cuadro N© 4 aparecen los diferentes tipos de muestras clinicas,
a partir de las cuales fue aislada Ps. aeruginosa en los 59 pacientes objeto
de este estudio, observando que en el mayor mimero y por tanto en el
mayor porcentaje de ellos (44.06%) ésta fue aislada a partir de secrecién de’
heridas y orina con un 22.03% para cada una de ellas; le siguieron en or-
den decreciente, las correspondientes a secrecién de heridas operatorias
{16.94%) y glera endotraqueal (10.16%).

En el Grifico NO 1 se representan las muestras clinicas a partir de las
cuales fue aislada Ps. acruginosa.
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CUADRONo. 2
PACIENTES INFECTADOS POR PSEUDOMONAS AERUGINOSA
POR GRUPOS ETARIOS Y SEXO
ANALISIS PORCENTUAL DE LAULTIMA FILA
MARACAIBO 1978-79

SEXO
EDAD VARONES HEMBRAS | O'AL %
No. % No. %

-1 afio 1 271 — — 1 1.70
14 afos | 3 8.1 2 9.10 5 8.50
59 arios | 2 5.40 1 4,54 3 5.09

10-14  afios | 4 10.81 2 9.10 6 10.16

15-19  afios | 3 8.11 — — 3 5.09

20-24 anos | 3 8.11 1 454 4 6.77

2529 afios | 2 5.40 - - 2 3.40

30-34  afos 1 2.71 1 454 2 3.40

36-39  afios | 2 5.40 2 9.10 4 6.77

40-44  anos 1 2.71 1 454 2 3.40

4549  afios | 2 5.40 4 18.17 6 10.16

50-54 afios |1 2.71 3 13.63 4 6.77

55069  afios | — — - — — —

60-64 afios | 4 10.81 2 9.10 6 10.16

65-69 afios | 4 10.81 — — 4 6.77

70-74  arios |2 5.40 1 454 3 5.09

75y + afios |2 5.40 2 9.10 4 6.77

TOTAL 37 100.00{ 22 100.0C | 59 100.00

F de l: Hospital Central Dr. Urquinaona. Maracaibo. Edo. Zulia-Venezuela.
1978-79

Hospital General dlet Siir.Maracaibo. Edo. Zulia - Venezuela 1978-79.
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HEMAGLUTINACION Vs, OEP DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA

CUADRO No. 3
DISTRIBUCION DE LOS TITULOS DE ANTICUERPOS

MABACAIBO 197879
MUESTRAS
RECIPROCO
DEL 1ra. 243, Bra. TOTAL
TITULO
No. % No. H No. 967 No. %
<80 24 6000 | — - 6 50.00 30 28,30
80 4 10.00 3 6.56 - - H 6.60
160 3 780 | @ 16.66 1 833 13 12.26
320 1 250 | 5 9.26 1 833 7 6.60
840 2 500 | 19 3518 1 8.33 22 20,76
1280 2 500 | 12 2222 2 16.68 16 15.00
2560 2 500 | 5 9.26 1 833 8 7.55
6120 2 5.00 i 1.86 - - 3 284
TOTAL 40 100.00 } &4 100.00 12 100.00 106 100.00

Fdel; Hospital Central Dr. Urquinaona. Maracaibo.
Edo. Zulia-Venezueia.

Hospital General del Sur, Maracaitio.

Ed. Zutia-Venezuela.
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'CUADRO No. 4
SITIOS DE AISLAMIENTO DE CEPAS DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA
ANALISIS PORCENTUAL GLOBAL
MARACAIBO 1978-79

SITIO DE AISLAMIENTO No. DE CASOS |FORCENTAJE
SECRECION HERIDA 13 22.03
ORINA 13 22.03
SECRECION HERIDA OPERATORIA 10 16,94
GLERA ENDOTRAQUEAL 6 10.16
SECRECION ULCERA 4 6.78
ABSCESQO 3 5.09
GUEMADURA 3 5.09
EXUDADO FARINGEO 2 3.38
ESPUTO 1 1.70
LLC.R. 1 1.70
SECRECION VAGINAL 1 1.70
URETRA 1 1.70
LIQUIDO PERITONEAL 1 1.70
TOTAL 59 100.00

F.de!: Hospital Central Dr. Urquinaona. Maracaibo, Edo. Zulia,
Venezuela. 1878-79.

Hospital General del Sur. Maracaibo, Ed. Zulia.
Venezuela 1978-79.
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: CUADRO No. b
TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES Vs, FRACCION PROTEICA
{OEP) DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN 2 MUESTRAS SERIADAS DE 24
PACIENTES A QUIENES SE LES AISLO ESTE MICROORGANISMO
MARACAIBQO 1978-79

PACIENTES RECIPROCO DEL TITULO
1ra;, MUESTRA 2da, MUESTRA
M.A, " 80 160
P.L. 80 640
AM. <80 1280
F.D. 640 2560
B.L. 1280 2560
AM. <80 640
V.A. <80 640
w.C. <80 640
DS, 5120 5120
R.E. 80 160
N.G. <80 80
Y.M. <80 160
MM, 840 1280
JM. <80 160
FS. <80 160
V.G, <80 160
B.L. <80 1280
c.p. <80 1280
s.0. <80 640
AG. <80 640
R.M. <80 640
M.B. <80 640
EM. <80 640
G.L. <80 640

F.de |- Hospital Central Dr. Urquinaona, Maracaibo,
Edo. Zulia-Venezuela. 1978-79.

Hospital General del Sur, Maracaibo, Edo.
Zulia-Venezuela, 1978-79.
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En el Cuadro No. 5 se observan los titulos de anticuerpos hema-
glutinantes Vs. Ps. aeruginosa en dos muestras seriadas de 24 pacientes a
quienes se les aislé este microorganismo; en él se puede apreciar que en la
primera muestra, la gran mayoria de ellos mostré titulos menores de
1:80, mientras que en la segunda todos mostraron elevacién. En solo tres
casos correspondientes a la primera muestra se obtuvieron titulos de 1:80,
los cuales también aumentaron posteriormente. Los cuatro casos restantes
mostraron en la primera muestra t{tulos muy por encima de lo considerado
como el limite superior normal, haciendo notar que en tres de ellos se ob-
tuvieron los mayores titulos encontrados en nuestro estudio.

En el Grafico N© 2 se representan las variaciones observadas en los
titulos de anticuerpos hemaglutinantes Vs, Ps. aeruginosa en dos muestras
seriadas.

En el Cuadro N© 6 aparecen los titulos de anticuerpos hemaglutinan-
tes en tres muestras seriadas de 12 pacientes a quienes se les aislé Fs.
@ ruvinosa, observandose que siete de ellos presentaron en la primera,
titulos inferiores a 1:80, un solo caso presentd titulos de 1:80, mientras
que en los cuatro restantes, estos estuvieron por encima de 1:80. Todos
estos pacientes mostraron elevacion en la segunda muestra; mientras que
en la tercera, en seis de ellos los titulos cayeron por debajo de 1:80; en 4,
estos continuaron elevandose y en 2 de ellos los tiulos se mantuvieron
iguales a los de la segunda muestra.

En ¢l Grafico NO 3 se representan las variaciones observadas en los
titulos de anticuerpos en tres muestras seriadas de 12 pacientes.

INSCUSION

Dado a que en los altimos afios han aparecido numerosas publica-
ciones que enfocan diversos aspectos de la respuesta inmune inducida
por infeccionces causadas por v v supinnsg v, a que previamente hemos
ostudiado esta respuesta  humoral, en relacion a los anticuerpos hema-
glutinantes dirigidos contra la fraccion proteica (OEP) de su endotoxina en
la poblacion normal de nuestra ciudad (25), nos decidimos a estudiar este
nusmo aspecto en un grupo de pacientes a quicnes s les aisld este germen
en diversas muestras clinicas, aun cuando. en la mayoria de ellos no se
evalud su asociacion con contaminacion. colonizacién o infeccidn clini-
camente significante,
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CUADRO No. 6
TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES Vs. FRACCION PROTEICA
(OEP) DE PSEUDOMONAS AERUGINOSA EN 3 MUESTRAS SERIADAS DE 12

PACIENTES A QUIENES SE LES AISLO ESTE MICROORGANISMO
MARACAIBO 1978-79

. RECIPROCO DEL TITULO ,
PACIENTES Tra. MUESTRA | 2da. MUESTRA 3ra. MUESTRA
E.G. 320 320 1280
LC. . 160 1280 2560
M.C. 80 320 1280
M.G. <80 640 <80
F.M. <80 640 <80
C.F. <80 640 <80
B.P. <80 640 640
P.U. <80 1280 - <80
B.V. 160 640 <80
G.F. <80 320 <80
J.S. 2560 320 320
J.C. <80 80 160

F del: Hospital Central Dr. Urquinaona. Maracaibo,
Edo. Zulia-Venezuela, 1978-79.

Hospital General del Sur. Maracaibo,
Edo. Zulia-Menezuela, 1978-79.

41—



~infectados encontraron titulos muy por encima de 1:80, a pesar de que
ellos solo estudiaron estos titulos en una sola muestra de suero en cada
uno de los pacientes; de-alli nuestra sugerencia de que a todo paciente in-
fectado con Ps. geruginosa al igual que en otras entidades clinicas infec-
ciosas para poder valorar el cuadro clinico del paciente desde el punto de
vista serolégico, debe tomérsele como minimo dos muestras seriadas de
suero con varios dias de intervalo entre ellas.

Consideramos que la prueba utilizada en nuestro estudio, es pro-
ametedora para los propésitos de diagnéstico serolégico, en infecciones
causadas por Ps. aeruginosa y en tal sentido nos permitimos recomendarla
como tal.

RiISUMEN:

Se estudiaron 59 pacientes hospitalizados de ambos sexos con edades
comprendidas entre menos de 1 afio y 75 y mis aftos de edad, a quienes se
les aislS Pseudomonas aeruginosa a partir de diversas muestras clinicas, sin
evaluar en la gran mayoria de ellos su asociacién con contaminacién, co-
lonizacién o infeccién clinicamente significante.

Se determiné en el suero de estos pacientes la presencia de anticuerpos
hemaglutinantes dirigidos contra la fraccién proteica (OEP) de la endo-
toxina de Pseudomonas aeruginosa, signiendo la técnica de hemagluti-
nacién pasiva por microtitulacién en placas, segin las recomendaciones de
Tomiyama y cols.

A 36 de los pacientes estudiados se les tomé 2 muestras de sangre,
una en el momento en que se reporté el estudio bacteriolégico positivo
para dicho germen y una segunda 10 a 12 dias después; a 12 de estos
pacientes fue posible tomar una tercera 20 a 25 dias después de la primera.
En los 23 pacientes restantes solo pudo ser tomada una muestra; en 19
ésta fue tomada 10-12 dias después del reporte bacteriolégico y en 4 de
ellos el mismo dia en que se obtuvo dicho resultado.

En el andlisis e interpretacién de los resultados, pudimos observar que
en aquellos pacientes a quienes se les tomé 2 muestras, en la mayoria de
cllos, la primera muestra mostré titulos por debajo de 1:80; 4 de ellos
mostraron titulos de 1:80, 2 de ellos 1:640 y solamente 1 presenté titulos
tan elevados como 1:5120; mientras que en la segunda muestra todos
ellos presentaron elevacién de los mismos, a excepcién del que presentd
titulos de 1:5120, quien mostré igual titulo.
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. En aquellos pacientes en quienes fue posible obtener tres muestras ob-
servamos que siete de ellos en la primera mostraron titulos por debajo de
1:80, uno 1:80, dos 1:160, uno 1:320 y uno mostré titulos de 1:2560,
mientras que en la segunda muestra casi todos mostraron elevacién de los
titulos, a excepcidn del que mostrd titulos de 1:2560 quien en la segunda
muestra mostro descenso; por otro lado, en la tercera muestra la mayoria
de los pacientes mostraron titulos iguales a los observados en la segunda,
descendiendo en 6 de ellos por debajo de 1:80 y en solo uno de ellos los
titulos continuaron aumentando.

De los resultados obtenidos, se derivan las siguientes conclusiones:

1.- A todo paciente infectado con Pscudomonas acruginosa, al igual que
en otras entidades, para poder valorar el cuadro clinico del paciente
desde el punto de vista serolédgico, debe tomdrsele como minimo 2
muestras de suero seriadas para determinar el titulo de anticuerpo y
de esa forma valorar no solo el tratamiento antimicrobiano indicado,
sino también la respuesta del sistema inmune de dicho paciente.

2.- A pesar de que en nuestro estudio no se evalud en la gran mayoria de
estos pacientes la asociacion de la presencia de este germen con infec-
cidn clinicamente significante; el solo hecho de 1a elevacidn de titulos
de anticuerpos en muestras de suero seriadas, nos lleva a concluir que
la prueba utilizada es suficientemnente prometedora para el diagndstico
serolégico de intecciones causadas por este germen, y en tal sentido
nos permitimos recomendaria para este tipo de investigacion.
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