
-.:., . 

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXI~~,~) 
FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES 

~'CUAUTITLAN" 

DETERMINACION DE ANTICUERPOS DE LAS CLASES 
lsA e !sG CONTRA EL POLISACARIDO CAPSULAR DE 
Klebsiella pne umoni ae K-8 EN MUESTRAS DE SUERO DE 

CORDON UMBILICAL, SUERO DE MADRES EN PUERPE-
RIO Y CALOSTRO MATERNO POR EL METO DO . 

DE ELISA 

TES 1 S 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUUMICA FAR.MA.CEUTICA BIO!OGA 

PRESENTA: 

MARIA INES DEL PILAR GARCIA ROCA 

CUAUTITLAN, IZCALLI, EDO. DE MEX. 1987 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



INDICE 

PAGINA~ 

ABREVIATURAS l 

RESUMAN 2 

INTRODUCCION 3 

HIPOTESIS 11 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 11 

OBJETIVOS 12 

MATERIAL Y METODOS 13 

RESULTADOS 21 

DISCUSION 34 

CONCLUSIONES 39 

APENDICE 40 

BIBL IOGRAFIA 42. 



ABREVIATUAAS. 

UCIN 

PMN 

lg 

X 9 

SSF 

ºC 

PBS 

ul 

mi 

ug 

mln. 

hrs. 

PBS-T..,en 

ASB 

os 
scu 

SM 

CALOS. 

ELI SA 

LC 

MO 

nm 

Neg. 

unidad de cuidados intensivos !neona:t.·a1es

pol imorfonucleares. 

i nmunoglobul i nas. 

unidades gravitaciona1es. 

so1ución salina fisiológica_ 

grados centígrados. 

solución salina fosfatos. 

mi crol i tras .. 

mililitros. 

microgramos. 

minutos. 

her-as. 

solución salina fosfatos - TW?en. 

albúmina sérica bovina. 

desviación estándar .. 

suero de cordón t.mbi lical. 

suero materno. 

calostro. 

an~lisis inmunoenzimático. 

1 í nea de corte. 

microorganismo. 

nanérne t ros .. 

negativo. 



RESUMEN. 

Se ha demostrado que en el calostro y leche materna existen rrecanismos de 

protección tanto inespecíficos CO'T'IO específicos, los cüales pueden intervenir 

en la defensa del neonato. 

Con la finalidad de determinar si la madre posee anticuerpos contra Kleb

siella y además si es capaz de t.ransfe;rir\cz a! feto por vra trasplacentaria

y al recién nacido a través del calostro y leche materna. fueron obtenidas y

analisadas cincuenta muestras tanto de suero materno así cono de suero de cor. 

dón umbilical y calostro de madres sanetidas a operación cesárea en el 1 'H.ospi

tal de la Mujer" de la Secretaria de Salud. 

A dichas muestras se les determonó presencia de anticuerpos de las c!.;ises 

lgA e lgG contra el polisacárido capsular de Klebsiella pneurnoniae K-8 por a

nálisis inmunoonzimático .. Se obseíVÓ que el 26 °,{,de los sueros maternos y el-

10 % de los sueros de cordón umbilical fueron positivos ya que presentaron rnª

yor absorbancia a la línea de corte de 0.351 y ú.í3Z r~:;~c:: .... ·~~nte; mien-

tras que el 20 % de las muestras de calostro fueron positivas con una línea -

de corte de 0.124. 

Estos resultados indican la presencia de lgG e lgA contra Klebsiel la en -

las madres, los cuales pueden ser transferidos al recién nacido en mayor pro

porción por el calostro, en el caso del feto el paso de lgG materna por vía -

trasplacentaria es menor. 
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l tlTRODUCC 1 ON. 

Las 1 nfecci ones bacteria nas en e 1 rec.1 éo nacido son una de las causas -

más frecuentes de morbi lldad y mortalidad en México. Di chas l nfecci ones repr~ 

Sentan mayor importancia cuando se adquieren en fonna intrahaspitalaria (1 ,2). 

Las infecciones nosocaniales en las cuales Klebsiella pneumoniae es una -

de las bacterias más frecuentemente aislada (Tabla 1), hZ!n mostrado una ten-

dencia de lncrerrento progresivo en los últimos años, siendo la mayorfa de los 

aislamientos cepas que presentaban resistencia a los antimicrobianos (3)~ 

El género Klebsiella fué descrito inicialrrente por Friedlanders (4,5).Pe.r. 

tenece a la familia Enterobacteriacea, es considerado Cano un agente patógeno 

oportunista causante de bacteremias, neumonias, septicemias c. infecciones del 

tracto urinario (6). 

Buchanan y Glbbons (1974) describen tres especies de Klebsie 1 la las cua-

les son Klebsletla pneumoniae, Klebsiella ~y Klebslella rhinosclerona-

11.§. (5,7), mientras que Ci::::;...jan ;- cc!s. !"'"'.'!:conocen cinco especies siendo estas:

Klebsiella pneumoniae, Klebsiella rhlnoscleranatis, Ktebsiella ~;~ 

filJ.l;!. aerogenes y Klebsiella edwarsli (7)_. Las propiedades bioquímicas de e~ 

te género de bacterias se presenta en la Tabla 11. 

Klebsletta se presenta morfot6glcamente cano bacilo gram negativo, contt

tufdo por tres capas: la membrana cltoplasmática, la membrana de peptidogli-

cán que mantiene la rigidez y la fonna de la célula, y la rrembrana externa -

formada por un complejo de lipopollsacárldos (LPS), fosfolipidos y proteínas

(Flg. 1). 

Et ttpopolisacárido es una substancia de atto peso molecular, termoesta-

ble, inmun6geniea que constituye el antfgeno .Q. sécnatico, del cual hasta et m_2 
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manto se conocen doce t:ipos di f-erentes (3). 

Klebsiel la crece formando colonias grandes,, muco; des debido a la presen

cia de cápsula, la cual está formada por polisacáridos constituidos por va--

rios azúcares cano la glucosa. lact:osa. ramnosa; tiene además otros canpone~ 

tes cano los grupos fonnilo, acetilo y ácido pirúvico' (8). La cápsula determj_ 

na las caract:erísticas del anti"geno !S. de la bacteria, identi ficandose hasta -

el manento 80 serotipos capsulares para Klebsiella pneumoniae. Se han encon-

trado reacciones cruzadas entre algunos antígenos capsulares de Klebsiel la., -

como son: Kl con K6, K2 con K7~ K7 con KlO;-así cano reacciones cruzadas ccn

otros antígenos capsulares presentes en otras bacterias cerno son: Streot:oco-

~ pneumoniae tipo 2 con Klebsiella K2; Escherichia coli K55, K34, K37 y -

K39 con Klebsie lla K7, K8, K1 O y Kl1 respectivamente {9). 

En cuanto a los serotipos capsulares aislados en unidades de cuidados i!!. 

tensivos neonatales (UCIN), existen reportes de Kl, Kl7, K26 y K33 (10, 11, -

12). 

El antígeno Q, el antígeno .!S. (13), así cano la producción de bacterioci-

nas (14) y la presencia de plásmidos que le confieren resistencia a los anti

microbianos (15), se consideran factores de patogenicidad que posee Klebsie--

lla. 

La mayor susceptibilidad de 1 neonato a las infecciones se atri huye a di -

versos factores, i ne 1 uyendo mecanismos específicos e i nespecífi cos de defensa. 

Entre 1 os rrecani smos i nespecf fi cos de defensa destaca una di smi nuci ón en

la respuesta inflamatoria, siendo más lenta y rrenos intensa. La actividad qui. 

miotáctica y fagocitica de los polimorfonucleares y monocitos se encuent:ra -

disminuida. Los PMN.., tienen un menor peder de reducción del colorante nitroa

zul rle tetrazolio lo que indica que ei sistema axidativo de los PHN es menor

que en el adulto; los macrófagos muestran un funcionamiento deficiente .. Las -
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·concentraciones del canplemen~o, especlfieamente Clq, C2, C3, C4, C5, foctor

B, properd1na y conpler:iento hemolítico (CH50) se encuentran disminuidas (16). 

En lo referente a los mecanismos esoecificos y particulanr.ente el sistem~ 

humor.al,, se sabe que la 'gG es la ~nica inmunot:1fcbulina con capacidad de pa--

sar ·a través de Ja barrera placentaria encontrándose• a niveles iguales o 

superiores a las de la "'adre en el recién nacido de término (17). 

La lgH no atraviesa placcn::a .. E~ reciifn naciáo present:a de 10 a 20 :ng/dl -

de suero~ aumentando Jos niveles séi-icos hasta alcanzar los niveles normales -

.de 1 adulto -a les de!: .Jños Ca edad (16). 

La lgA sérica tampoco atraviesa la placenta detectandose haci-3 el ouincea

vo día de vida ex'trauterina en casi todos 1os lactantes y alcanza •Jna concen-

tración de 30 mg/dl,. a los seis meses de vida. La lgA secretora es detectabl~ 

en Tas l~grimas del recién nacido entre los 10 a 20 días de edad, post:erionr.err 

te en la saliva y finalmente en el suero (17). 

La 1 gD se encuentra en suero en cantidades equivalentes a 1 1 ;~ r"especto a 

los ni ve les de 1 adu 1 to, i ncrerrentandose durante e 1 primer año de vi da,. has ta -

los niveles del adulto. 

!..a l9E nu t:!!jtá en ei neonato, pero aparece en el transcurso del primer a.-

ño de vi da ; e levándose en un aña hast:a el 30 % de los va 1 ores sé ricos de 1 a-~ 

dulto (16,17). 

El calostro y la leche materna, productos de secreción de la glándula ma-

maria en la Jactancia, poseen canponentes inmunológicos celulares y solubles;

entre estos últimos se puden mencionar a la lgA llS (secretora) e lgA 7S (sér_i_ 

ca), la primera se encuentra en una concentración en el calostro de 158 mg/gr. 

de proteina al segundo día post-parto y de 20 a 27 mg/gr. de proteína a los --

180 días post-parto (21). 

La 1 gA 11 S es más resistente que la ?S a 1 os cambios de pH y a la acti vi --
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dad proteolitica de las enzimas gástricas e intestinales, es concentrada en -

secreciones y en la superficie de las mucosas donde desernpeña un papel impor

tante en la inmunidad local contra patógenos respiratorios e in~estinales. Lo 

inmunoglobulina G, que participa fijando canplerrento; en la precipitación 

neutralizaci 6n de t:o.'<inas y vi rus (18, 19), se encuentra en niveles de 1.2 a -

4.9 mg/ gr. de proteína en el calostro y la leche materna (19). 

La concentración de lgM, en el calostro es de 29 mg/gr de proteína decli

nando a los 120 y 180 días después del parto hasta un limite de 3.5 a 4.1 mg/ 

gr de proteína. En menor concentración encontramos a las inmunoglobulinas lgE 

e 1 gD (20). 

El canponente C3 del ccmplemento se encuentra en una concentración de 0.25 

a 0.33 mg/ml de calostro dicho factor tiene la propiedad de ser opsónico y -

ana fi 1 otéix i co. 

La lactoferrina y la transferrina canponentes del calostro y leche mater

na, se presentan en una concentración de 2 a 6 mg/ml de calostro; estos canpQ 

m::ntcs po~c:::-: ~!ta c~p::ici dad de caotar e 1 hierro y cerno consecuencia evitan-

la multiplicación bacteriana al impedir la utilización del hierro por el MO.-

Otros ccmponentes del calostro son: lisozima, factor de crecimiento del Baci

.ll.!:!§. ~' lípidos relacionados con resistencia estafi locócica y monoglic~ 

ridos que tienen actividad contra Herpes simple (18)20). Se han identi.ficado

una gran variedad de sustancias i nmunorreguladoras, incluyendo e 1 factor i nhi 

bi dar de la migración de macr6fagos, factor estimulante de 1 gA, i nterferón e

i nterleuci na 1 (21:.22). También se encuentran numerosos elementos celulares -

que incluyen monocitos, macr6fagos , células T, linfocitos B, células plasmá-

ticas, PMN y células epiteliales (20,21). 

De acuerdo a lo anterior, se puede afinnar que el recién nacido presenta

algunas limitaciones en torno a sus defensas inmunológicas dentro de las cua-
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les destaca la inmunidad hunoral. Sin embargo a diferencia de otros mamíferos 

el humano recibe por vía trasplacentaria una adecuada dotación de lgG materna 

y por ende protección pasiva. En el caso del calostro y leche humanos, la de-

most:raci6n de factores de defensa solubles y celulares ha permitido plantear-

que este fluido y la alimentación al seno materno, cono se ha conprobado en -

otros mamtferos, representa otro mecanismo de transferencia de inmunidad pasl 

va .. Estas concideraciones han pennitido plantear nuevos concepLos en torno al 

tratamiento de la sepsis neonatal. 

Sin embargo es bien reconocido que el exito del tratamiento estriba en el 

diagnóstico oportuno de la infección. Si bien el diágnostico clínico tiene li-

mi·taciones por ser inespecífico, el aislamiento del agente agresor~ o demos--

traci6n de su antígeno o anticuerpos específicos nos penniten precisar el tr8. 

tamiento. 

Para el diágnostico de las enfermedades infecciosas los métodos sero16gi • 

cos han adquirido gran importancia por su utilidad práctica y aplicación cli-

nica de algunos de ellos (23). Entre estos sistemas se pueden mencionar la¿¡-

g1utinaci6n, inmunodifusión, inmunofluorescencia. radioinmunoensayo y, más r~ 

cientemente, el análisis inmunoenzimático (ELISA). 

Este último fué descrito por Vol ter y col s. en 1971. El los demostraron --

que las enzimas podfan ser acopladas a anticuerpos o antígenos fonnando conj.!!, 

gados, los cuales conservaban tanto la actividad Inmunológica cano la enzim~ 

tica. El método en si requiere una fase sólida en la cual se lleva a cabo la-

reacción (24). Dicho método ha tenido una gran aplicabilidad ya que se ha utl. 

zado como prueba de. diágnostico para detección de enfermedades. parasitarias -

(25, 26, 27), de infecciones virales (28), de infecciones bacterianas (28). ~ 

demás del campo de la infectología, el método de ELISA tiene una gran aplica-

ci6n en otras áreas médicas cano la endocrinología, inmunopatología y hemato-
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log'ía (23). 

Se han desarrollado diversos tipos de análisis inmu-oenzimático (29) en-

tre los que se encuentran: 

a) Sistema de inmunoensayo enzimático indirecto: en este sistema, en anti 

geno puede ser acoplado en la fase sólida, dicho antígeno reaccionará en los

.anticuerpos específicos presentes en la· muestra proble,a posteriormente será

adicionado en conjugado (anticuerpo unido a una enzima) así como el sustros -

adecuado; siendo evidencia las reacciones antígeno anticuerpo po·r medio de -

una reacción zimatia. En este sistema la intensidad es directamente proporci~ 

nal a la cantidad de anticuerpo específico presente en la muestra problema -

(Fig. Za}. 

La ventaja de este método es que puede ser utilizado para la determina- -

ción de anti geno o anticuerpos (30, 31) • 

b) Método de doble anticuerpo, este método requiere de dos anticuerpos -

específicos, uno de ellos se une a la fase sólida y el segundo se encuentra -

acoplado a una enzima. La característica principal del que antígeno es debe -

poseer, por lo menos dos determinantes antigenicos poi· mo1E::u1a (Fi~. 2b). 

La desventaja de este método es de que requiere de anticuerpos elaborados 

en diferentes especies de animales. y hay un incremento en el número de lava

dos y etapas de incubación (31). 

c) Unión competitiva: Se utiliza en la determinación de ~ntigeno. En este 

método el antígeno no marcado compite por 1 a unión con el anti cuerpo que se -

encuentra unido en la fase sólida y del cual se tiene una cantidad de antíge

no limitada. 

En este caso la intensidad de color es inversamente proporcional a la ca_!! 

tidad de antígeno presente en la muestra (Fig. 2c). 
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La ventaja que presenta este método es la de ser más rápido que el de do

ble anticuerpo ya que disminuyen el número de lavados y etapas de incubación

(30). 

El análisis inmunoenzimático cumple con los requisitos de especificidad,

sensibilidad y rapidez que anterionnente sólo presentaba el radioinmunoensayo. 

Adempas _emplea reactivos estables, no utiliza material radiactivo, requiere -

de menor equipo, puede ser automatizado y es aplicable para la detección tan

to de antigenos como de ancúerpos (9,26). 
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TABLA I: Micoorganismos identificados en infecciones intrahospitalarios en 

el Hospital Infantil de México en 1978. 

La muestra tomada fué de 100 egresos (22). 

MICROORGANISMOS FRECUENCIA· 

Kiebsicllo sp. 
S. aureus 
E. col i 
Pseudomonas sp. 
Proteus sp. 
S. epidennidis 
S. viridans 
C. albicans 

30.0% 
29.4% 
23.0% 
13.4% 

2.1% 
1.1% 
0.5% 
0.5% 

TABLA II: Se muestran algunas de las propiedades bioquimicas que presenta -

Klebsiella pneumoniae (5,32). 

PROPIEDADES DE Klebsiella pneumoniae 

Bacilo gram negativo 
Aerobio, anaerobio facultativo 
Cápsula de polisacáridos 
Movilidad (-) 
Lactosa . { +) 
V-P ~+) Glucosa +) 
Mani.tol +) 
Indol {-) 
Citratos (+) 
Omitina (+). 
Ac. Sulfhídrico (-) 
Arabinosa (+) 
Inositol ( +) 
Manitol (+) 
Salicina (+) 
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Sacarosa 
Rojo de metilo 
KCN 
Ureas a 
Gelatina 
Malonato 
Lisina 
Ar9inina 
DNAsa 
Lipasa 
Hidrólisis 
Tween 80 

(+) 
(-) 
(+) 
(+) lenta 
(-) 

~!l 
{-) 
{-) 
(-) 

(-) 
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l. Adsorción del antígeno. 

2. Adición del suero problema. 

3. Anticuerpo marcado con enzima. 

4. Sustrato. 
S. Lectura de absorbancia del pro

ducto de reacci6n. 
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FlG. 2a: Esquema del método indirecto de ELISA {26) 



l. Adsorci6n _del anticuerpo. 
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FIG. 2b: Esquema del método de doble anticuerpo ELISA (26). 
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FIG. 2c: Esquema del método competitivo ELISA (26). 
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HIPOTESIS. 

Las .mujeres en edad reproductiva en nuestro medio presentan ant'icuerpos 

circulantes lgG e lgA contra el antígeno capsular de Klebsie11a pneumoniae, 

que en e\ monento del embarazo y la lactancia pueden ser transferidos al feto 

y al recién nacido por vra trasplacentari a y a··través de 1 cal ostro y leche 11@. 

terna. 

Pt.ANTEAMI ENTO DEL PROBLEMA. 

Se necesitan técnicas de laboratorio con mayor sensibilidad, especifici-

dad y rapidaz para el ditignostico de enfennedades infecciosas. Debido a que -

el recién nacido posae un sistema Inmune deficiente en mucho5 aspectos al --

compararlo con el adulto, y considerando que K1ebsie11a pneumoniae es un agen 

te patógeno oportunista que infecta al neonato con gran frecuencia, es impor

tanta determinar si existen anticuerpos contra este microorganismo en mujeres 

en edad reproductiva y ademtis si se produce la transferencia de dichos anti -

cuerpos al feto y al recién nacido por vra trasplacentaria o a través del ca

lostro y leche materna. 
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OBJETIVOS. 

1 .- Elaboración y estandarización de un rrétodo inmunoenzimático (ELISA) -

par.> l<l datenninación y cuantificación de anticuerpos del tipo lgG e lgA con

tra Klebsiella pneumoniae K-8, utilisando el polisacárido capsular cano an

tígeno. 

2.- Detenninar la presencia y concentraci 6n de anticuerpos di rígidos con

tra el polisacárido capsular de Klebsiella pneumoniae K-8, en muestras de ca

lostro humano, suero de madres en puerpcri o y suero de cordón umbilical de ~ 

cién nacidos. 

3.- Hacer una comparación de los datos obtenidos por hemaglutinación pasi 

va, con los obtenidos por el método de inmunoenzimático Y. detenninar si exis

te correlación entre ambos métodos. 

12 



MATERIAL Y HETODOS. 

1.- OBTENCION Y TRATAMIENTO DE MUESTRAS HUMANAS DE SUERO Y CALOSTRO. 

Se recolectaron cincuenta muestras de sangre periférica de mujeres primi -

paras y multiparas sanetidas a cesárea en el 11 Hospital de la Mujer- 11 de la -

Secretaria de Salud, así cerno mues:.ras de sangre de cordón urnbi lical de sus -

recién nacidos respectivos. A estas i71ddres también se 1es tcrnarori rnu~str3s de 

calostro entre e) primero y cuarto día post-parto. La edad de las pacientes -

de este estudio fué entre Tó a 40 años. 

Las muestras de sangre fueron obtenidas por punción venosa e incubadas a-

37 ºe por 30 min., para facilitar la fonnación y retracción del coágulo; pos-

terionnente fue1on cc.ntri fugadas a 480 xg por i5 mi n. en una centrifuga refrL 

ge rada Sorval 1. Los sueros obtenidos se separaron y almacenaron a -20 ºe en -

un congelador American hasta e 1 memento de su uso. 

Las muestras de calostro fueron obtenidas por expresión manual y centri f_g 

pidica y el paquete celular fueron eliminados, sólo se almacenó e} sobrer-ada!!. 

te separado, a -20 ºC en un congelador American hasta e1 memento de su uso. 

2.- OBTENCION DE SUERO HIPERINHUNE DE CONEJO. 

2.1 Preparación de una cepa de Klebsiella pneumoniae inactivada para ser 

utj lizada cerno inmunógeno. 

Se utilizó una cepa de Klebsiella pneumoni·ae serotipo K-8, aislada duran-

te una epidemia de sepsi s ne anata l en el Centro Médico .. La Raza 11 de 1 1 ns-ci -

tut:o Mexicano del Seguro Social en el año de 1976 y proporcionado por Ja Es-

cuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico Nacional. El 
13 



inmunóQeno se preparó mediante la técnica descrit_a por James y cols. (27). 

Se cultivó Klebsie!Ja pneumopiae ~en placas de agar Worfel Ferguson a 

37 ºC durante 24 hrs cosechándose con 10 ml de agua fonnalinizada al 0.5"~ y-

agregando 10 mi de acetona al 50 %. 

Las bacterias fueron centrifu,adas a 5900 xg por 30 min. en una centrif~ 

ga refrigerada Sorva\l, se eliminó c.l sobrenadante y el paquete obtenido se .. 

lavó tres veces con 10 ml. de acetona al SO~~. las bacterias fueron resuspeo 

di das en 1 ml de acet.ona y se éejó seC'3í.:::: ::ernpe!"atui-a amt:iente, el polvo oQ 

·tenido ft...é triturado en 1Jn mortero estéri 1 para obtener un polvo más fino, el 

cual se conserv6 en un frasco estér; 1 a temperatura ambiente hasta e 1 manento 

de su uso. 

2. 2 Esquema de. i nmuni zac i ón a cene jos. 

F~ron uti tizados dos conejos albinos de la raza Nueva Zelanda con una~ 

dad aproximada de tres meses y peso de 2500 a 3000 gr. Se tomó una muesi:ra -

sanguínea para determinar la presencia de anticuerpos natura les contra Kleb ... 

sie11a. Los conejos fueron inoculados, con ei csnlís-=no p:--!::-.•!a~nr~ preoarado9 

en la vena marginal de la oreja llevando a cabo el siguiente esqLierr:a de inm!: 

nización: 

DIAS DE INOCULACION 
1 NTRAVENOSA 

o 
3 
7 

10 
14 
17 

14 

PESO SECO DE BACTERIA 
DlLUIDO EN SOL. SALINA 

(mg) 

o.s 
l.O 
2.0 
3.0 
4.0 
s.o 



Una semana después ::!e 1a última inoculación se tomaron "71uestras de sangre 

para la determinación de anticLerpos contra Klebsiella. 

Por vía intracardiaca se obtuvieron 15 ml de san~re 1 que se incubó a 37-

ºe por 30 min, para la formación y retracción del coágulo. El SL.>e.ro obtenido 

fué almacenado a 20 "e hasta e 1 mor.en to de su uso, considerandose cerno suero 

hiperi nmune Dicho suero fué titulado por el método de hemagluti nación oasiv:J. 

Con el mismo procedimiento se octuvo suero de conejos n.o irirnunizadcs., fué 

almacenado de la misma r:iarera y se utilizó como suero normal. FL.é titulado 

por hemagiutinac¡ón p.J5Í".'<J. 

3.0 DETERHINACION DE ANTICUERPOS CONTRA EL POLISACARIOO CAPSULAR DE Kleb 

~ pneumor.iac K-8. POR HEKAGLUTINAC!ON PASIVA. 

3-1 Recubrimiento de los eritrocitos Q. y Rh positivo humano con polisac~ 

rido capsular de Klebsiella P.:neumoniae K-8. 

Los eritrocitos se recubrieron con polisacárido capsular de Klebsjella -

Qneumoni ae K-8 proporcionado por la Ora. Ana María Mesta de la Esci..e la Naci Q 

nal de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico Nacional; dicho polisac~ 

rido presentó una concentración de azúcares totales del 53 % par el rrétodo de 

Duboi s y e 1 64 % por e 1 método de Sanogy, además se realizó crcmatografía en 

capa fina en la cual las bandas que aparecieron corresponden a la glucosa, g:~ 

lac:,o::;.;J y ácido glucuronico. no se detectaron aminoácidos (42). Los eritroci-

tos se lavaron tres veces con solución salina fosfatos (PBS) a un pH de 7. 2 

fueron centrifugados a 480 xg por 15 min., en una centrifuga refrigerada, se 

tanó 0.1 ml de eritrocitos del paquete obtenido en el tercer lavado. A este se 

la adicionó 0.4 ml de una solución del polisacárido a una concentración de 1-

mg/ml en SSF. Fueron incubados en baña> maría a 37 ºC por una hora con agita -

cl6n constante; se resuspendieron en PBS y se lavaron tres veces •. El paquete 
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obtenido en el último lavado se resuspendió en un volumen final de 5 ml. de-

PBS~ q~dando los eritrocitos sensibilizados en una concentra~ión del 2 %. 

3.2 Técnica de r..emaglutinación pasiva en microplaca. 

Las mL~stras de S:.!ero nonnal e hiperinmune de conejo fueron sanetidas a -

56 ºC en baño maría ?Or 30 min_ para eliminar los factores del canplerrcnto.-

las muestras fueron analizadas en diluciones dobles, desde 1:2 a 1!4096 en --

mi croplacas el<? poli es ti reno marca Microti ter de 96 pozos de fondo en U. Las -

diluciones se hicieron con PBS hasta un volumen final de 100 ul. ·se adiciona-

ron :2.5 ul de los eritrocitos sensibilizados por pozo incub.Sndose a temperatu-

ra ambiente tres horas. El titulo hemaglutinante se determinó según la técni-

ca de Williams y Chase (34). 

Los controles qu~ se uti Hzaron se muestran en la siguiente tabla: 

CONTROLES 

Eri trocí tos humanos de-1 grupo .Q., Rh posi -
tivo scnsíbi )izados+ SSF. 
Eritrocitos h·10;1.:inos del grupo Q, Rh posi -
tivo sin scnsibí lizar + SSF. 
Eritrocitos scnsj !Ji 1 í zados + SNC 
Eritrocitos sin scnsf~ilizar + SNC 
Eritr0citos scnsí~ilizados + SCHiper 
Eritrocitos ~ir. scnsibi lizar + SCHiper 

SNC: SUERO NORMAL DE CONEJO. 
SCHipcr: SUERO HI PERINMUNE DE CONEJO. 

TITULO POR 
P.~MAGLUTI NACJ ON 

Negativo 

Negatj vo 

Negativo 
Negativo 

1 :512 
Negativo 

3.3 Búsqc1ed'1 de anticuerpos hemaglutinantes en contra de Klebsiella pneu-

monl<1e en muestras de suero de cord6n umbilical, suero materno y calostro. 

Las muestras fueron analizadas con la técnica de hemaglut1nac1.ón pasiva-
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en microplaca. descrita en el punto anterior (3.2). 

4.0 ESTANDARIZACION DEL METODO INMUNOENZIMATICO TIPO INDIRECTO (ELISA) p~ 

RALA DETERMINACION DE ANTICUERPOS CONTRA Klebsiella pneumoniae. 

4. 1 Recubrimiento de microplacas de poliesti reno con di fe rentes prepara-

ci ones de KJebsiella pne.umoniae. 

Se utiliza ron di fe rentes preparaci enes anti génicas de este génne.n seroti -

pe ~-8: a) bacteria deshidratada con acetona, de la cual se resusper1diero 16 

mlcrogramos (ug) en un mi. de una solución amortiguadora de carbonatos a pH -

de 9.6; b) bacteria sanetida a calentamiento de 121 ºe, a 15 libras de pre-

slón por 15 min. y e) polisacárido capsular disuelto en solución amortiguadora 

de carbonatos pH 9.6. 

La preparación de bacterias sc:rneti.cfa a calentamiento presentó una concen

trilci6n de carbohidratos de 0.4 mg/ml y de proteínas de 0.050 mg/ml. Dichas -

concentrJciones se determinaron por el método de Antrona (36) y de Folin (35) 

respectivancnte .. 

Se utiliza ron micropl.:lcas de poliesti reno de fondo plano(Nunc Denmark y -

Corstar) de 96 pozos, en las cuales se colocaron 100 u) de cada una de las di 

fcr~r.tes ;.:..r~par2cii;::eS por quituplicado. Se incubaron toda la noche a 4ºC; se 

Jav.:iron tres veces con solución sal i ncJ fosfatos-T,-.icen 20 a pH de 7.2 (PBS-T~ 

en) y se bloquearon Jos sitios Jibres con una solución de albúmina sérica bo

vina al 2 %, incubándose por dos horas. Se lavaron nuevamente con PBS-T\'een,

adicionaron 100 ul de los sueros normal e hiperinmune de conejo y se incuba-

ron por dos horas a 37ºc. Se realizaron lavados y se adicionaron 100 ul de un 

conjugado ilnti-lgG de conejo unido a peroxidasa (Cappel) en una di lución de -

1: 5000. incubándose dos horas a 37°C. Se lavó Ja microplaca y se adi el onaron-



100 ul del sustrato orto - feni len di amina (Sigma Chemical Canpany); se in

cub6 en la obscuridad y a tempera"tura ambiente durante 30 min. Finalr.ente~ -

se detuvo ta reacción con 20 u\ de una solución de ácido sulfúrico al 2.5 N

en cada pozo. Las 1ecturas de absorbancia se realizaron en un lector 11 Reader 

ELlSA" Behing con un fi 1tro de 490 r.m. 

4.2 Detenn¡nación de anticuerpos contra Klebsiella pneumoniae K-S en sue

ro de cene jo_ 

La detenninaci6n se reali;:ó de acuerdo al método de Salvatore y cols. (37). 

Se utilizaron placas de rnicrotitulación de 96 oozos de fondo plano, a las 

cuales se 1es adicionó 0 .. 05 mg del polisacárido capsular de Klebsiel 1.J pneurno 

niae K-8 dis1.:elto previamente en amortiguador de carbonatos a p H de 9.6. y se 

dejó incubando la microplaca a 4~C toda la noche. Las placas fu¿ron ~avddas -

tres veces con PBS-Tv.een. 

Los sueros normal e hiperinmune de conejo se di luyeron 1 :10 con PBS 'I se

les adicionó 20 ul de albúmina sérica bovina (ASB) se adicionaron 100 ul de -

dicha di 1uci6n a cada pozo por quintuplicado; se incuLarun ..::.:::i :.::::--:::::; .:! 37·>c 

se lavaron tas placas tres veces con PBS-T~een y se adicionaron 100 ul por P2 

za del conjugado anti - lgG de conejo, se incubo y lavó. Se adicionaron 100 -

ul del sustrato orto-feni len di amina, se incubó 30 min. en la obscuridad y se 

detuvo la reacción con ticido sulfúrico al 2.5 N. Las lecturas se realiz.:;iron -

en un lector 11Reader EL1 SA 11 Behri ng a 490 nm .. 

4.3 Titulación del conjugado anti-lgG humana unido a percxidasa (Capee! -

Cooper Bi ochemi ca 1). 

La titulación del conjugado se realizó de acuerdo al método descrito por

Voller y cols. (27). Se hicieron diluciones dobles en amortiguador de carbon;!_ 
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tos 0.1 l'I a pH 9.6 de lgG hunana de los laboratorios Cappel. lnicialmenre se

hi:to una di luci 6n con una concentración de 32 ug/ml • a~nranda la ai l uci ór. -

progresivarTll!2.nte hast:a ccrnolet.:Jr una di lución hasta ajustar una concentra---

ción de 0.35 ug/ml. De cada una de estas di lucicnes se ~c:maror. 100 u! y se cQ 

locar-on en placas de ooliesti reno (Nunc y Costar-) de 96 pozos de fondo o!ano-

pozos se coloco Ja dilución cuya concentración correspondía a 32 ug/m1, en la 

segunda hilera Ja de 18 ug/ml y 3SÍ sucesivarrente hast:a canoletar las di1uci.Q 

nes ... Se incubó toda la noche a 4-JIC., lavando posterio~nte tres veces con PBS 

T11een. Se adiciona ron 1 00 u 1 de ASB a 1 1 ';~ a cada uno de 1 os pozos y se i ncu

b6 por dos horas a 3T)C y nuevamente se 1avó la mi crcplaca. Por otra oarte .. se 

hicieron las di luci enes dobles del conjugado anti-lgG hlUTlana unida a percxidª

sa (Cappe l) desde una dilución 1: 50 hasta 1: 1600 , de cada una de és"as, se -

adicionaron 100 u1 por paz.o a la misma placa en hileras verticales y se dejó

ª 4"C tocia la noche. Posteri onnente se iavó tres veces con FBS-Tween. st año::

dieron 100 ul del sustrato orto-fenilen diamina en un amortiguador de ácido -

cítrico y fosfat:o dibásico de sodio con peróxido de hidrógeno, incubandose a

temperatura ambiente en 1a obscuridad por 30 min., deteniendo la reacción con 

20 ul de ácido sulfúrico al 2.5 N. Las lecturas se efectuaron en un !ec"tor-

"Reader ELISA" Behring a 490 nm. 

4.4 Oetenninaci ón de anticuerpos de las clases lgG e lgA contra Klebsie-

.l.12 pneumoniae K-8 en muestras de suero de cordón umbi 1ica1, suero mat:erno y

calostro por el método de ELISA. 

El procedimiento fué el mismo que se rea1iz6 para la detenninaci6n de ;Jn~ 

ticuerpas en las muestras de suero de conejo. 
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Los conjugados utilizados fueron el anti-lgG humana unido a peroxidasa -

con título de 1:1000, el cual fue obtenido experimentalmente; y para el conj~ 

gado anti -tgA unido a peroxldasa (Sigma Chemical Ccmpany), en este caso la di 

luci6n empleada fué de acuerdo al fabricante. 

20 



RESULTADOS. 

1.- OETERHINACION DE ANTICUERPOS HEHAGLUTINANTES EN EL SUERO DE CONEJO -

HIPERINHUNE. 

El suero de conejo inmunizado presentó un título hemaglutinante de 1:512-

mtcntrus que el suero de conejo no inmunizado no presentó titulo hemaglutinan 

te. 

2.- DETERMINACION DE ANTICUERPOS HEHAGLUTINANTES EN LAS DIFERENTES MUES-

TRAS HUMA!lAS RECOLECTADAS. 

Los tituios r~co1uctado~ p~r~ 1~s m~estr~s de suero de cord6n umbilical -

suero de madres en puerperio y calostro, se analizaron por el método de hema

gl uti nación pasiva. Los resultados se muestran en la Tabla 1. 
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TABLA 

Detenninaci6n de anticuerpos hemaglutinantes contra Klebsiella pneumoniae 

t:n ca Jostra y sangra peri féric.::l de mujeres scmeti das a cesárea) y ien e 1 suero 

de cordón umbilical de los recién nacidos respectivos. 

# MUESTRA SM scu CAL OS. i! MUESTRA SH scu CA LOS. 

l. 1 :64 Neg Neg 26. Neg Neg Neg 
2. 1 :64 Neg Neg 27. 1 :32 Neg Neg 
3. Neg Neg Neg 28. 1: 16 Neg Neq 
4. 1 :2 Neg Neg 29. 1: 32 Neg Neg 
5. Neg Neg Neg 30. Neg Neg Neg 
6. 1 :2 Neg Neg 31. 1 :4 1 :4 Neg 
7. Neg Neg Neg 32. Neg Neg Neg 
8. 1 :2 Neg Neg 33. i:2. ¡~~y i~t:~ 
9. Neg Neg Neg 34. 1: 128 Neg Neg 

1 º· .1 :4 Neg Neg 35. 1: 2 Neg Neg 
11. Neg Neg Neg 36. Neg Neg Neg 
12. Neg Neg Neg 37. Neg Neg Neg 
13. Neg Neg Neg 38. Neg Neg Neg 
14. Neg Neg Neg 39. Neg Neg Neg 
15. Neg Neg Neg 40. Neg Neg Neg 
16. Neg Neg Neg 41. 1: 16 Neg Neg 
17. Neg Neg Neg 42. tleg Neg Neg 
18. Neg Neg 1 :2 43. 1: 32 1 :4 Neg 
19. Neg Neg 1 :8 44. 1 :16 Neg Neg 
20. 1 :32 1:4 Neg 45. Neg Neg Neg 
21. 1 :64 Neg Neg 46. Neo Neg 1.? 
22. Neg Neg Neg 47. 1 :128 Neg Neg 
23. Neg Neg 1 :2 48. Neg Neg Neg 
24. 1 :64 Neg Neg 49. Neg Neg 1 :2 
25. 1 :128 Neg Neg 50. Neg Neg Neg 

Neg: NEGATIVO. 
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3. E5TAllD'IRIZACION DEL HETODO INMUNOENZIMTICO (ELISA). 

3.1 El primer paso fué el de evaluar diferentes antígenos de Klebsiella -

pneumoniae K-8 para la mejor inmmd1ización en microplacas de po1iestireno. -

Los resultados se muestran en la Tabla 11. 

TABLA 1 1 

Recubrimiento de placas con di fe rentes antígenos de Klebsie 1 la pneumoniae 

K-8 para la estandarizac;6n del método de ELISA. 

En esta tabla se muestran las absarbancias obtenidas para los di fere.ntes-

antígenos probados, así cono su desviación est~ndar. 

TIPO DE ANTIGENO 

Bacteria deshidratada ( 16 ug/ml) 
Bacteria SOT'.c.tid.J a calor 
Polisac.1rido capsular.( 16 ug/ml) 

ABSORBANCIA 
PROMEDIO 

0.064 :':: 0.046 
0.063 o.oi..9 
o. 125 ... o. 039 

La bacteria sanetida a calentdmiento presentó una concentración de -

proteínas de 0.050 mg/ml, y de carbohidratos de 0.4 mg/ml. 

De acuerdo a los resultados obtenidos, fué utilizado el polisacárido 

capsular, ya que presentó una mayor absorbancia y una menor desviación están-

dar. 
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3.2 DETERMINACION DE LA CONCENTRACION OPTIMA DEL POLISACARIDO CAPSULAR 

PARA EL RECUBRIMIENTO DE LAS MICROPLACAS DE POLIESTIRENO. 

Fueron probadas diferentes concentraciones del polisacárido capsular de -

Klcbsiella pneumoniae K-8. para lo cual se utilizaron los sueros nonnal e hi-

perinmune de conejo y cerno control albúmina sérica bovina (ASB). Los prarredios 

de seis lecturas y sus respectivas desviaciones ~st~ndar se muestran en la --

Tabla 111. 

TABLA 111 

Detenninaci6n de la concentración 6ptima del pollsacérido de Klebsiella -

pneumoniae, inmovillzado en·mtcroplacas de poliestireno. 

MUESTRA 100 ug/ml so ug/ml 25 ug/ml 

SCHi pcr 0.509 .:!: 0.261 o.sos :!: 0.11:3 0 .. 532. ±. O.J!jO 
suc, 0.117 ::!: 0.032 0.134 + 0.019 o. 122 ::!: o.oso 
ASB 0.169 ::!: 0.032 0;185 ::!: 0.028 0.218 :!:. 0.051 

Tomando en cuenta los resultados que se muestran en la Tabla 111 la con--

centración del polisuc~rido cüpsular ~- pneumoniae que se decidió utilizar -

fué la de 50 ug/ml, por presentar mayor absorbancia y menor desviasi6n están-

dar. 
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3.3 TITULACION DE CONJUGADO ANTl-INMUNOGLOBULINAS HUMANAS UNIDAS A PERO-

• XIOASA. 

Se utilizó la dilución 1:1000 del conjugado anti-lgG unido a peraxidasa -

que fué la que presentó una absorbancia de 1.0. 

En cuanto al conjugado anti-lgA, la dilución empleada 1:1000 fué Ja reco-

rnendada por e 1 fabricante. 

3.4 DETERMINACION DE LA REPRODUCTIBILIDAO DEL HETODO INMUNOENZIMATICO ---

(ELJSA) A DifEREWTES DJAS. 

En la Tabla IV se muestran los prc:medios de tres muest~as de suero de 

personas adultas nonnales probadas por cuadruplicado, en tres á1fero:1tes di.:ts 

Además se muestr"an los resultados de dos muestras de un control positivo para 

Klebsiella pneumoniae ensayado ei mismo número de veces. 

TABLA IV 

MUES1RA X DIA x OIA 2 X DIA 3 

C1 (+) o.496 0.525 0.532 
C2(+) 0.392 0.371 0.356 
10003 0.297 0.330 0.243 
10159 0.265 0.273 0.303 
10108 0.185 0.222 0.259 
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4.0 COMPARACION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS POR LOS METODOS INHUNOENZIMA

TICO Y HEMAGLUTlllACION PASIVA PARA SUERO DE CORDON UMBILICAL, SUERO MATERNO y 

CALOSTRO. 

En las tablas V. VI, VI 1 se muestran las resultadas obtenidas por duplic!!_ 

do en cadd una de las diferentes pruebas. 

TABLA V 

Tftulo de anticuerpos por hemagluti nación pasl'V3 y el método inmuncenzin@ 

tica en muestras de suero de cordón umbilical_; probadas por duplicado 

# MUESTRA TITULO X .ABS. lgG it MUESTRA TITULO x ABS. 1 gG 
HEMA ELISA HEMA ELISA 

1. Neg o. 070 26. Neg 0.055 
2. Neg o. 100 27. Neg 0.062. 
3. Neg 0.046 28. Neg 0.2.08 
4. Neg o. 126 2.9, Neg 0.084 
5. Neg 0.077 30. Neg 0.061 
6. Neg 0.043 31. 1:4 0.055 
7. Neg 0.100 32. Nc3 0.108 
8. Neg 0.090 33. Nea 0.036 
9, Neg 0.101 34. Neg 0.035 

10. Neg 0.095 35. Ncg 0.105 
11. Neg o .0B1 36. Neg 0.2.28 
12., Ncg 0.072 37. Neg o.oso 
13. Neg 0.109 38. Neg 0.117 
14. Neg º· 060 39. Neg 0.030 
15. Neg 0.084 40. Neg 0.043 
16. Neg 0.072 41. Nag 0.065 
17. Neg 0.122. 42. Neg 0.066 
18. Neg o. 053 43. 1.:4 0.060 
19. Ncg 0.138 44. Neg O.OB9 
20. 1:4 0.091 45. Neg 0.092 
2.1. Neg 0.090 46. Neg o. 100 
22.. Neg 0.053 47. Neg 0.092 
23. Neg 0.150 48. Neg 0.032 
24. Neg 0.071 49. Neg 0.062 
2.S. Neg 0.164 so. Neq o. 100 
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TABLA VI. 

Ti'tulo de anticuerpos por hemaglutinaci6n y por el mét,odo de El.!SA en mu-

estras de suero mat:erno, probadas por duplieado. 

# MUESTRA TITULO X ABS. lgG # MUESTRA TITULO iS: ABS. lgG 
HEMA ELISA - HEMA ELISA 

1. 1 :64 0.367 26. Neg 0.157 
2. 1 :64 o. 314 27. 1 :32 o. 167 
3. Neg o. t 01 28. 1:16 o. 126 
4. 1:2 0.200 29. 1:32 0.539 
5. Neg 0.129 30. Neg 0.310 
6. 1 :2 0.251 31. 1: 2 0.318 
7. Neg 0.268 32. Neg 0.509 
8. 1:2 0.280 33. 1 :2 0.287 
9. Neq o.482 34_ 1: 128 C .. ':2C 

to. 1:4 0.371 35. 1 :2 0.146 
11. Neg 0.346 36. f:eg 0.200 
12. Neg o.445 37. Neg 0.396 
J.3. Neg 0.310 38. Neg 0.044 
t4. Neg 0.341 39. Neg 0.343 
t 5. Neg o. 191 40. Neg 0.300 
16. Neg 0.253 41. 1:, 6 0.082 
17. Neg 0.276 42. Neg 0.147 
18. Neg 0.144 43. 1 :32 0.668 
19. lfog 0.195 44. 1:16 0.221 
20. 1:32 0.409 45. Neg 0.345 
21. , : 64 0.385 46. Neg o. 060 
22. 1 :128 o.490 47. 1 :128 0.230 
23. Neg 0.248 48. Neg 0.075 
24. t :64 o.461 49. Neg 0.160 
25. 1: 128 0.130 50. Neg 0.105 

Neg: NEGATIVO 
HEMA: HE/1AGLUTI NANTE. 
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TABL.\ VI 1 

Titulo de antic1-oerpos por hemagluti nación pasiva y por- ELJSA en muestras 

de calostro~ por- duplicado. 

" MUESTRA TITULO x ABS. 1 gA /1 MUESTRA TITULO x '<BS. l gA ,,. 
HEMA ELI SA HEMA ELI SA 

1. Neg o 130 26. Neg 0.067 
2. Neg 0.080 27. Neg 0.128 

3. Neo 0.040 28. Nec 0.05T 
4. Ne~ O. TOO 29. Neg o. 162 

5. Neg O. T09 30. Neg O. 133 
6. Neg o. 118 3T . Neg o.oso 
7. Ne'.) o 095 32. Neg 0.200 
8. Neq 0.070 33. 1: 2 0.T34 
9. Neg 0.033 34. Neg 0. T 55 

1C. ..~~ ü.Oóó 35- NetJ o. 04T 

11. Neo O.TOS 36. Neg 0.056 
12. Neg 0.100 37. Neg o. 131 
13. Neg 0.109 38. Neg 0.069 
14. Neg O. T43 39. Neg 0.037 
15. Neg O.T04 40. Neg 0.088 
16. Neg 0.055 41. Neg o. 078 
17. Neq 0.060 42. N!?g o 038 
18. , : 2 0.080 43. Neg 0.120 
19. 1:8 0.172 44. Ne-:; 0.040 
20. Neg 0.097 45. Neg 0.107 
21. Neg o. T 00 46. T: 2 0.020 
22. Neg 0.070 47. Neg O. T24 
23. , :2 0.115 48. Neg O.TOO 
24. Neg O. T94 49. , : 2 0.070 
25. Neg o. 105 so. Neg 0,069 

Neg: NEGATIVO 
HEMA: HEMAGLUTI NANTE 
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En la Tabla VIII se muestran las lecturas efectuadas por duplicado en mu 

es tras de suero materno, suero de cardón :..:.mbi 1ica1 y ca 1 ostro; 2sT cerno el va 

lor rredio, la désviación estándar y la suma de estos últimos para el es~ablecl 

miento de la línea de corte .. 

TABLA VI 11 

Oet:erminación de la absorbancia base o línea de corte., pa-ra las diferentes 

muestras humanas. 

scu SM CALOSTRO 
lgG lgG lgA 

0.057 0.160 o.oso 
0. 061 0.205 o. 040 
0.062 0.228 0.118 
º· 061 0.322 O. 070 
0.081 0.293 0.066 
º· 073 0.279 0.143 
V,. tVt 0.303 n.172 
0.064 0.105 D.100 
0.102 0.118 0.105 
0.077 0.132 0.067 
0.181 0.286 0.069 
0.174 0.282 0.050 
0.124 0.337 0.154 
0.090 0.376 0.069 
0.083 o. 301 0.088 
0.107 0.272 0.078 
0.094 o. 379 0.040 
0.148 0.374 0.070 
0.046 

x 0.094 x 0.264 x o. 087 
os o. 038 os 0.087 os 0.037 

z::;: 0.132 .2..= o. 351 JE= 0.124 

.i! SUMATORIA ENTRE LA MEDIA Y LA OESVIAClotl ESTANCAR. 
X MEDIA 

OS DESVIACI ON ESTANDAR 
SM SUERO MATERNO 
SCU SUERO OE CORDON UMBILICAL 

29 



f 
e 128 I e: 

"' e: ... 64 
" 1 ¡;, 
"' 3Z ... 
E 

1 " .e: 
o 1 o 

r 
:; ... 
~ 8 ... 
" "O 4 
o 
"' ... 
" 2 
i" 

llcg 1 
1 
1 

Gráfica # 1: Representaci 6n gráfica de los datos 
obtenidos por e 1 método de Hemagl uti naci 6n 
pasiva, mostrados en las tablas V, VI .VIL 

;:; .. f::;:;gt::t: t~;m::::: nWiiV.i!: 
... 

scu Sl\t CALOSTRO Tipo de 
muestra 



<i 

u 
z 

""' 
a:: 
o 

a:> 

""' 

0.700 

0.600 

0.500 

o.4oo 

0.300 

0.200 

0.100 

Gr~ fi C'3 

1 
1 ¡ 

..,. Rcprcseritaci 5n ~r~fica de les datos c~ter.idcs 
cor et :Tétooo de ELISA. :r:ostradcs en las :a
'>1as V, VI, VI 1. 

---.~-D 

-~" 

-:b--A --··=;;.··--e 
.: .. : ·::.-.-.; 

-:!:~r~ 

scu .--..+-----------------------------~~Tipo de 
SM CALOSTRO muestra 

{

A· 0.132 
Lrnea de corte B; 0.351 

C: 0.124 



La absorbanci:3 a utilizar cono lír.ea de corte es: 0.132. para el s:uero de-

cordón wrr:bi lical, 0.351 para e 1 suero materno y 0.124 para calostro. 

En la Tabla IX se ~ues'tran los porcentajes de absorbanci a obte:'1i dos car.)-

cada una de l zis muestras humanas recolectadas con respecto a un control posi -

tivo, el cual perteneco a un niño con hef1ocultivo casi t.ivo para Klebsie11.5!,. --

::inei...'f':":oni ae. v cuya absorbanci a fué de O. 557 consi de randas este valor cano 1 oo·;· 

Ti\BLA IX 

Porcentajes de absorbanci a en ELI SA, en muestras de suero de cordón ur.ibi -

lica!, swero materno y calostro, en relación a un suerc control oositivo. 

" MUESTRA % SH % scu ,, CAL OS ~ MUESTRA ~~ SM ., scu ,, 
C . .\LOS .. , .~ 

1. 65.58 12.. 56 23. 33· ?' -O. 2.8. 19 9.87 i 2. 0'3 
2. 56.37 17 .95 14. 36 27. 29 .98 JU.. 72 S.J3 
3. 18.13 3.26 7. 13 28. 22.62 37.34 3. ~ 6 
li. 35.90 ?2. IS"¿ 17 .95 29. 96. 77 16. º' 2S. G8 
5. 23.16 13. 82 19.57 30. 55. 56 1').95 :;:3. '33 
6. "5.06 -; . 72 21.18 31. 57.09 9.27 8.93 
7. 48.11. 17 .95 17.06 32. 91. 33 19.38 35.30 
8. 50.26 15. 15 12.56 33. 51. 53 ó.46 24.06 
9. 86.54 18.13 5.92 34. 75.40 5.23 27 .82 

1 o. 66.60 17. 05 11.85 35. 26.21 18.85 7.30 
11. 62.11 14.54 18.85 36. 35.90 37.34 1 o.os 
12. 74. so 12.32 17.35 37. 7¡ ,.35 3 .. 97 2.3. 52 
13. 23.80 12.56 19.57 38. 72.90 21. 00 12.83 
14. 61.22 10. 77 25.67 39. Ól.50 - -;,n :;¡ .......... 6.64 
15. 34.29 15.08 18.67 40. 53.86 7. 72 15.80 
16. 45.42 12.93 9.87 41. llf. 72 11. b6 14.00 

17. 49. 55 21 .90 1 o. 77 42. 26. 39 1i .84 , Q~ o ........ 

18. 25.85 9. 51 14.36 43. 119.92 10. 77 21. 54 
19. 35.00 21 •• 77 30. 77 44. 39.60 15.97 7 .18 
:.o. 73.43 1G.33 17.41 45. 97.84 16.51 19.21 
21. 69.12 1 G.15 17 .95 4ó. 10. 77 17 .95 3.59 
22. 89.59 9. 51 12.56 47. 41.29 16.51 22.26 
23. 44.52 26.92 20.65 48. 13.17 5.75 17.95 
24. 82.76 1:'.. 74 34.82 49. 28.72 11 .13 12.57 
25. 23.34 29.44 18.85 50. 18.85 17.95 12. 38 
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Par·a· deter"mfnar la correlación entre la absorbancia 7 tanrn de JgG cc:rn~ 

dé t·gA e·ntre las diferentes muestras; se tomaron aquel las muest.ras que prese!!. 

tfiron una de·n-sidad 6ptica igual o mayor a 0.300 en las muesi:ras de suero ma--

tetrici así cano sus respect:ivos sueros de cordón umbilical y ·.c.alost:ro 7 calcu--

1a·nda ¡:)'OStet-íormCnte el coeficiente_!: de Pearson, también se det:erm"inó la di-

ferencia estádistlca. 

Eri las Tablas X y XI se muestran los datos obtenidos por dupHcado para -

la determinación de lgG e lgA en las diferentes muestras. 

TABLA X 

Eli esta tabla se muestran los datos de absorbancia, asr cano los datos de 

correlación y di -::erencia eStádistica para lgG de las di feren-res muestras. 

# MUESTRA SM CALOSTRO scu 

1 • o. 365 o. 021 o. 070 
2. 0.314 0.014 o. i ºº 
9. 0.482 0.019 0.101 

19. 0.195 0.042 o. 138 
24. o.461 0.015 0.071 
29. 0.539 0.026 0.084 
30. 0.310 o. 061 
31. 0.318 o. 055 
32. 0.509 0.024 o. i es 
34. o.420 0.017 0.035 
37. o. 396 0.022 o. 050 
39. 0.343 0.018 0.030 
40. 0.300 0.043 
43. 0.668 o. 060 
45. 0.345 0.021 0.092 

Correlación entre: 
Calostro y suero materno: r = -0.408 t = 2.90 p <:n.o~ 
Suero de cordón umbilical y calostro: r = 0.596 t = -2.04 p < 0.05 
Suero materno y suero de cordón umbilical: r = -0.104 t = 2.87 p < 0.01 
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TABLA X! 

Correlación y diferencia estadíst.ica para la detenr.inación de lgA en las-

diferentes mue.st.ras humanas. 

~ MUESTRA SH scu CALOSTRO " 
1. O. C80 '}. 130 
2. 0.000 0.080 
9. 0.1]4 0.000 0.033 

19. o. 117 0.007 0.172 
29. 0.111 0.011 0.162 
3ü. ~- 051 º·ººº o. 133 
31. o. 010 0.000 0.050 
32. 0.081 0.200 
34. o. 088 0.000 0.155 
39. 0.017 0.003 0.037 
40. 0.055 0.000 J. 088 
43_ 0.014 º·ººº o., 20 
45. :J. 030 0.107 

Correlación entre: 
Suero materno y calostro: r = 0.198 t = -0.958 p <: 0.1 
Suero de cordón y calostro: r = 0.334 • = 2.19 p <=0.05 
Suero materno y suero de cordón: r = 0.467 t = -2.82 p <: 0.01 
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En la Tabla Xll se mt.est:ran los resultados obtenidos en la deterninación-

pacieni:es hospitalizacios en e1 servicio de infectologia del 11 Hospit¿¡l l:if.3n-

ti 1 de México", los cuales presentaron hemocultivo positivo para di fcren~es-

agen'tes bacterianos. 

TABLA XI 1 

Determinación de .:inticuerpos por el método de ELISA en sueros de pacien:.es 

hospitalizados en el servicio de infectología del "Hospital lnfanti; de 'Méxi-

ca 

AGENTE Al SLADO 
EN HEHOCULTI VO 

~~ei sseri a me ni ngi ti di s 
Sa Imane! la sp. 
Salmanel la sp. 
Sa Imane 1 la sp. 
Klebsiel la pneumoni ae 
Klebsiella pneumoniae 
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ABS. 1 gG ELI SA 

0.22.4 
o. 073 
0.102. 
0:134 
0.2.68 
o.445 



O 1SCUS1 ON. 

El tecién nacido es considerado cano un hospedero inmunoco:nprometido (16, 

17}, eon una mayor susceptibilidad a las infecciones. 

Ent~r~ los agentes asociados con infecciones en et recién nacido en la UnL 

dad de Cui. dados 1 ntensi vos Neonatales se encllE!ntra K1ebsiel ~la pneumoni ae. Es

te mi et"oorgani smo presenta diversos rr.ecani smos de patógeni ci darl., incluyendo -

1a f:>t"'eséñcia de cápsula la cual le s1rve cano rnecanismo de ,evasión a la fago

citosis (9). Para este génnen al igua1 que otros microorganismos encapsulados 

es necesaria la presencia de anticuerpos específicos,, los cuales junLo con -

el canplemento puedan píanover la opsonizaci ón bacteriana y faci 1 i tar la fas.9_ 

citosis por tos polimorfonucleares (40). 

En estudios efectuados recientemente en el Centro Médico Nací anal se de--

mostró la presencia de anti cuerpos de la clase J gA contra Ent:amoeba hi stolyti 

S!. y Salmonella typhi (25,27) ar. m=stras de calostro y lecha materna proveni-. 

entes de mu je res mexicanas .. 

Tonando como base 1o anterlonnente mencionado fué planteado el proyecto,

para la dete.rminaci6n de la presencia de anticuerpos dirigidos contra el polj_ 

sacárido capsular de Klebsiel la pneumoniac K-8 .. 

Para efectuar la detenninación de anticuerpos fué necesaria la estandari-

zaci ón del método de ELISA. 

De acuerdo a los datos mostrados en las Tablas 11 y 111, la partícula an

tigénica a uti \izar par.:i el recubrimiento de 1a microplaca de poliest.i reno -

fué e1 polisacárido capsular de KlP.bsi~lla 0neumoniae K-8, a una concent¡a--

ción de 50 ug/r.;1; el criterio que se sigui6 para definir estos para"metros fué 

en base a la mayor dcnst dad 6pti ca y menor desviación est.Sndar .. 
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1 

En lo referente a la reproductibilidad del método, fueron efectuadas las-

detenni naciones de anti cuerpos por un peri 6do de tres di as a ci neo di ferent:es-

muestras, obteniendose las lect:uras de absorbanci a promedio representadas en 

la Tabia IV; mediante un_ análisis de varianza no paramet:rica efectuada por el 

método de Friedman (45), se encont:r6 que existe reproductibilidad de la t:écnL 

ca con una p '-O.OS. 

!.a detenni naci 6n de anti cuerpos se l lev6 a cabo por la técn1 ca de hemagl_!! 

t.inaci6n pasiva, así ce.mu poi a\ ri_¿t.cdo de EL~SA~ Al hacer ·una ccmparac"ión .de 

los resultados obtenidos en ambos métodos se encontró que no exi stla corre la-

ci 6n entre el los. 

Esto puede ser explicado de la siguiente fonna: el método de hemaglut:ina-

cl6n pasiva llega a detectar de 8 a 10 ug de proteína, además., con esta 'técni-

ca no es posible detectar cual o cuales clases de anticuerpos son 1o:; que se -

encuentran mayonnente como respuesta a un estímulo anti génico. En el caso del-

método de ELISA es posible detenni nar hasta nanogramos de proteína I' así como -

cada una de las clases de anticuerpos específicc.; dirigidos contra un mismo -

antrgcno. 

La técnica de hemaglutinaci6n pasiva s9lo sirvió cerno marco c!e refurencia 

lo adecuarlo en este caso para poder realizar una canparaci ón más confiable en-

tre métodos es el de utilizar técnicas con sens?bilidad y especificidad seme--

jan te como podría ser 1 a 1 nrnunofl uorescer.ci a o e 1 Radi oi nmunoensayo. 

Uno de los problemas que surge en el método de ELISA es el de det:errninar-

la posltividud de las muestras; para lo cual fué necesario determinar anticue..r:. 

pos por esta tócnic.:t tanto de la clase lgA como de 1a lgG, e~ otro grupo de --

muestras di fe rentes al de nuestro estudio, dichos resultados fueron tomados-

p.:i. ra obtcne r unCJ 1 í nea base o de corte, la cua 1 se estab leci 6 sumando e 1 pro-

medio de las lecturas de absorbancia y su ~espectiva desviación estándar; (I!l-
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::>:".>Si;: i '/'.)$. 

=.r. -:?i :.:~s::> ,'Je i~s 5Leros ce corcór. ·.~T:".bi ljcal_ la LS_=- 0.132. se .:::o:ierva a...:e 

_,_ -_ .. ' ·-- ·- - -
:ernos se ¿;cor-tr-o LC = T.35Í ob-::er.ie;;:iOs~··~:'_í-.26:;.~-d~:· oos'i ::ivf-cidc· ·J f1~~i!':'€rit::.> 

para el calostro la LC fué c:e 0.124 ~reSentandose ·en un 20 ~:',ce 1as rnuestras. 

Estos reswltaaos nos i:iciican QL'e .;il:;wras :nacres ooseer. -=tntic:..:erpos·circ~-

lances contra este --fn"."len ., c¡i,,;~ .=Jdemás los oLoede :::-ansferí r :ll r:eonato .3 :ra .. 

vés del calostro CO'"IO lg.4.. pero l¿J: transferencia de l9G es !Tle:nor ~or vía :ra~ 

placentaria. -~demás se sa:x! aue e:r. el calostr-o existen dntic~rpcs especifico~ 

y qL-e Ja oresencia en la gljndula mar.raria se ::>uede C::eoer a: ~ransoorte desde 

el suero: por la oigración de linfocitos s.~nsibiliz.3cos .3Sociados al Í'1testi-

no, a la glándula mamaria (43i ~enienac • ... m control ~orrrional: o ;,ien cor Ja es 

dmulación local de linfocitos residentes en la 9lánCula :T:arraria (44). 

Otro de los criterios par-a defi;iir la oositividaa de las mt..-es::ras ft.:é el 

establecido mediante el porcentaje de absor~ancia de las diferentes :r11 ... estr3s 

con respecto a un swero control oosi t!vo ~ 1 cua 1 se ob-:: 1JVO ae ~m P'fi ño de 4 2 

ños de edad cuyo hemocultivo fué ::>ositivo para K.lebsiella pn~.....:1:iorii9e; al se .. :;s. 

to día de la infección le fLOeron determinados antic1 .. :erpos ae la clase l9G -

contra este M.O. por el rr-étodo de ELISA, o~ter.iendose una :Josorba0cia :Jíar:eaio 

de O. 557 consi derandose este ccmo e 1 l 00 ".·'.,, debido a que la infección se enc1:1 

entra presente en este maren-co y se 5'-lpone -::on cierta reserva qi,.;c e! sistema 

inmune se encuentra estimulado por dicha razón. por l:::t cual se esperaría una 

mayor cantidad de anticuerpos. 
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un Sl.!ero prav.enicn:c .=e :-acien::es ~:J-r. i . .,fecci ór. o:-ooucida :>ar :!Stc ]e.!'".'r'.C" ~ -

las cuales se ies deber.! ce~er-:inar an'ticuer::ios tanto de la cias~ h;:G ccr"'lc --

l9M, ya q¡_-e es;:::J -:lti:-:-a ¿s i.=: esri~ulac:a en :ayor :::>roporción_ cuanao el anti-

geno ti~::> inde::ie.nciente. c::.\"':":o es e.i ceso de los .:3Z~cares :::rescntes en la cjp

su la de K1eos i el la ?.!_!Cl.!!"1üni ae ~ 40J .. 

Se puede cbservd'I"' e,., la 7abla iX que las m~stras oe s.uero :-naterno··prese!:!_ 

tan '.':"layar porccm:aj~ ce aosor:;anc¡ a oue <? i swero de c.~rdófi urribi l i_ca 1 _\.¡.-e 1 ,ca

lostro. de dichas nues!:r='ls sola;:-ente el 11 ~~tienen ~ayo_r aosof'."banc.i.:3 f~ando 

ccr.io referencia 0.3Jó. De este 11 % de suerc :::ate:rno el 54.5 "~ore.sentó a su-

vez mayor porcentaje en las res¡:ectivas muestras de caiost::*o. Hay que tanar -

en cucn"ta QU.:!. 1.Js mucs::r¿is de! :::st:..:dio corresr:onden a paci~nt~s 3parenter.ente-

sanos, mfentras que el conrro1 positivo fué Clonado por un paciente con infec-

ci ón reciente. 

Para determinar si existe alq.una relación entre la presencia de 3nticuer-

oos maternos esoecíflcos ci rculanr.es ·.¡ los encontr¿¡dos en ei suero de cordón ·-

'l calostro fué necesario determinar ambos tioos Ce ariticuercos lgG e lgA en :::li 

chas muestras cuya absorbancia fuera mayor ;l O. 300 y los respectivos sueros de 

cordón umbilical y calostro, los resultados son mostrados en las Tabl."Js X y XI 

;::i; lo~ d.:itos ob~cn!dos se les ::ct~IT.1in6 e1 c~fi-=!cnte de ccrrelac!0n r. de Pe.:.:ir: 

san y además la diferencia estadística. aplicando el oarárr.etro ~de Student -

(41). No se encont:ró correlación, sin embargo existe una diferencia estadisti

camente significativa. Esto nos indica que no existe una relación entre ta -

cantidad de anticuerpos presentes en circulación materna y los encontrados en

calostro. 

Con el objetivo de determinar si el método funciona para el diágnostico 
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de info.cciones producidas por.h_ pneumoniac se efectuó la determinaciór. de -

lgG por e: método de ELISil. en muestras obtenidas de sueros de niños hospita

lizados, los cual~s presentaron hemocultivo positivo a diferentes gérrrenes. -

los resultados se muestran en la Tabla XI 1; en dicha tabla se puede observar

que una de las muestras presenta mayor absorbancia, dicha muestra fué de un -

paciente con infección por Klebsiella pneumoniae 

Estos resulta dos no son contundentes para definir si e 1 método puede ser

ut i lizado para establecer el diágnost:ico. Es necesario efectuar otras pruebas 

para la ace:ptaci6n o rechazo del método cano es el de determinar especi fici-

dad. ademiis definir un criterio para evaluar la positividad o negatividad de

las muestras y realizar una cooiparación entre tecnicas que posean una sensibi-

1 i dad y especificidad semejante. 

Se sugiere realizar la determinación de anticuerpos con un mayor número -

de sueros provenientes de pacientes i nfect:ados con di fe rentes agentes bacteri~ 

nos,. sobre todo por infecciones producidas por Ese he ri chi ~ col i ya que es uno

de los gérmenes bacterianos que presentan reacción cruzada con Klebsiella (9). 

Se deberá efectuar la determinación de anticuerpos de la clase lgM sérica debl 

do a que la cápsula se encuentra constituida por antígenos timo independientes 

los cuales producen estimulacíón para la producción de lgM (40). 
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CONCLUSIONES. 

La determinación de Llnticuerpos cont:ra el polisacárido eapsula·r de: _Kleb-

sie:llE_ pneur:ioniae fué realizado tanto por el método de hemag1·ut1nac·ión pasiva 

así CO.'.'ílO por el método de ELISA, en di<:has de.terminaciones no se ·encontró co

rrelación. 

Las muestras de suero de cordón t.anbilical .. suero materno y calostro pre-

sentaron el 10 %., 26 % y ei 20 % respec"Civamente en ia der.ermi·nación de ani:i

CU?ll'"'pos por el método de EL1SA,. de acuerdo a estos resultados, se observa que 

las m'1dre present'1n anti cuerpos di ri gi dos contra e 1 poi i sacári do capsular de

Klc.bsic 1 la y ade;nás se. sugiere que pueden ser transferidos por f"!'edio del ea-

lastro en forma de 1gA y en una menor proporción lgG por suero de cordón umbi

lical. 

En b<3se a estas observaciones se sugiere que aquellos neonatcs que no son 

alirrv..!nt.:idos con calostro y leche materna pueden tener mayor susceptibilidad -

a 1ils infecciones producidas por Klebsictla. 

Cano punt:o final es importante t.ener en cuenta que "'in vJvo" la respuest:a 

inmunológica no solo depende de la presencia de anticuerpos, sino además exis

ten otros mecanismos, tanto celulares cano humorales, los cuales se i·nterrela

ci onan pan1 combilti r a los agentes patógenos. y que deben ser evaluados tam--

blén. 
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APENO 1 CE. 

SOLUC 1 ON SAL! NA Fl SI OLOG 1 CA pH x 7. O 

Cloruro de sodio . . . ... . • .• . . •. . . .. • • . • •• 3.50 g 

Agua destilada • • . . • . . • . • • • •• • . •• •• .• • • • . 1 ·)00,00 ml 

SOLUClON SALINA FOSFATOS pH·= 7.2 

cloruro de sodio 8.47 g 

Fosfato dibásico de potasio............. 3.13 g 

Fosfato monobásico de potasio . . .. . . .. .. ..... 1.36 g 

Agua des ti lada . . . . . . . . . . .. .. .• .. •• •• .• .. 1000.00 mi 

SOLUCION SALINA FOSFATOS-1WEEN oH = 7.2 

Solución sallna fosfatos •. . . . . •. • •. . ••.• 1000.00 ml 

T""'en 20 •................ , • • .. .• .• • . ••• O.SO mi 

AMORTIGUADOR DE RECUBRIMIENTO pH = 9.6 

Bicarbonato de sodio .......................... . 

Ca rbonat.o de sodio ......... · ................. . 

Agua dest:i lada 

AMORTIGUADOR DE SUSTRATO pH = 5.0 

Acido cítrico .................................... .. 

Fosfato dibásico de sodio 

l .59 g 

2.93 g 

1000.00 mi 

0.1 M 

0.2 M 

2.4. 3 ml 

25. 7 mi 

Agua oxigenada al 30 % 

amortiguador de sustrato. 

40.0 ul por cada cien mi de -

SUSTRATO 

Orto-fe ni len di ami na 

ti guador. 

40.0 mg por cien mi de amor-
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MEO! O DE \o/CRDEL - FERGUSON. 

C 1 ori..:ro de sodio .... _ ............................. .. z .. o g 

Sulfato de :>otasio ••...•.....•..••••••• ·• 1.0 g 

S\!l fato Ce '1.:?t;r:csi o ................................. .. 0.3 g 

Sacarosa 20.0 g 

..::::::~ !e·.·.::i~ura .................. ·· ........ .. 2.ü g 

4.gar bacteriológico ............................... . 15.0 g 

Agua destilada 1000.0 '"' 
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