fio-
/({.\.
|

TS0 NACRHL TR 7
G iy

5’y

UNVENSID NAGIONAL ALTONOHA OF MEKIG

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
“CUAUTITLAN"

ACTIVIDAD PROTECTORA DE INMUNOGLOBULINA
INTRAVENOSA, pH 4.25, EN SEPSIS NEONATAL
EXPERIMENTAL POR Klebsiella pneumoniae

T E S I S
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:
QUIMICA TFARMACEUTICA BIOLOGA
P R E S £ N T A

MARIA DEL CARMEN CASTELLANOS CRUZ

Director de Tesis:

DR. JOSE 1. SANTOS PRECIADO

MEXICO, D. F. TESIS CON 1988
- FALLA DE QRIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



I'NDICE

eantenidn‘ 7: i ’1' : ’ : : Pagina
iNTRdDuCﬁimﬁf e i; : ' 1
ANTE&;DENrgs : s
'i§é1t;%émé' S ’ : i 7 14
HIPLTESTS S o 16
MATER;AL ¥ METODNS ' 17
FESULTADOS zs
DISCLISION. ' ' 7!
coNCLUSIONES T ' 36
FESLMEN ' : e A
PEFE#ENCIAsvB}PETbE@K?IEdS DI o a0

CUADRPGS

FIGURAS B ez



CONTENIDO

-1+ INTRODUCCION

‘11. ANTECEDENTES

t¢)-Factore

"4y Factores de virulenei bacteria

11I. OBJETIVOS
IV: HIPOTESIS
V. MATERIAL Y METODOS

Vel In yvitro: ENSAYO DE OPSONOFAGOCITOSIS
a> Preparacidy de los microorganmismos
h) Preparacidn de los polimorfonucleares
¢y Inmurogiobulina intravenosa (IGIV) pH 4-25
d) Fuente de complemento : ‘

e)» Meétodo de opsanofagocitosis

V.2 In vive: ACTIVIDAD PROTECTORA DE LA 1IGIV pHi,'d-ZE

adY Cinttica bacteriana de - Klebsiella Eﬁeuﬁioniae



“BY Delermindcibn dela dosis. 1etal (DL=100)

& 1GIVipH 'd 25

1la pheumgriae

PETimorf qﬁl;lc leares:

| PROTECTCRA DE L

ca bacteriana:

EY . Dosis letal ¢DL—100)

¢» Efecto protector dela IGIV pH 425 » 5

VII. DISCUSIGN

VIIX. CONCLUSIONES

Ix.

X.

XI.

RESUMEN

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

CUADROS Y FIGURAS



LLas Nt feccios C 'F§me}oé lugares de
morbilidad en vias de
desarrollo - bacterianas

un  papel

diseminada_'

sobresalxente ern:

‘os ‘recidn’y

primeras cuatro sema s de~vida”extrauterina un sindrome clinico

conocido como sepsxs neonatal que se documenta por el aislamiento

de la bacter:a en la sangre (2)-.

“Los princihale5'»agen§és causales de sepsis »nedﬁaéal‘f

estreptococos  del . grupo Ry Eéchérichia_ coli en’

desarrollades (27 en  tanto  que .eﬁ los: pélg

desarvolio,  como el nuestro,u,ﬁfedOMihan

Klehsiella prneumaniae (3,4).

Existen dos formas de presentacxbn de esta enfermedad: 'la

forma -de inicie tempranu,' manifiesta en los primeros

cuatro.  dias . de fre ueﬁcia; es fulminante. Estos

pacientes ‘generalme ntecedentes de complicaciones
obstétricas . com _eVMEmbranas, corioamnionitic

.0.fiebre matern 6side ellos- son prematuros de bajc

peso a1~naéér- 1 es adquirido del canal de parto

durante el.na menos frecuencia, & travks de la

placenta antes

Slal sép{xsfneonatal de nlciq‘fafﬁ&o se presenta despubs de




los. primero

s cinco’

ihtrahospifalaria§

gi segundo

pacienteS‘
sepsis " neo
México (o,

fagocieosxs

niveles e

lugav cnmo agente causal de’ hacter:emxa
haspltalx.ados (5), es tambxen Xa primer
natal en’ los principales hospitales ped
AYe Esta es una bhacteria encapsulada qu

cuandn faltan anticuerpos especificos y

log‘camponentes C3,C% y Factor B del comp

ﬁrimérié
a - causa
jdtricos
e evade

cuando

lemento

bajos,,caﬁacter!sticas que.presenta el. recitn nacido (7,8).

Estudi

os

ecientes “han sugeridn que el uso de

sepsis ne ﬂapaf:eupe

1mp tante’ “pap

procesos

rn

ara’uso intravenoso.’

en

de

da

la

los

son

una nueva

el

con vH du25

xnfecclasus

»ent;}»pur Llebsiel.a prieumoniiae.
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“(9 10y,

: ba:ter:anas

graves

gscher\chia .
Pseudomoras ‘aeruqiriosa (122

(011, ;

de " algunos preparados = de

La actividad.. . 3in’ . ‘wvitro

inmunioglokulina intravenésa y su efecto en modelos animales de

'infeccidn ‘experimental ‘han . sido prokades para determinar su

‘_utllxdad talnlca ¢13%. Con base en lo anterior se ha introducido

empleo de preparaciones de immunoglobulina humana modificada

B phra ‘usointravenoso, aunadas a los antibidticos adecuados para

l'él]ératamiento de infecciones bacterianas neonatales graves (14).

L§ primera preparacibn de IgG humana purificada para usc

:llnicb fue la inmuno-seroglobulina (I1SG), ‘preparada en 1940 por

€+ 3. Cotm (!5% en agua, glicina al 0.3 M, con pH 6.8 y que

contenta 70% a 30% de I496 monomdrica. La 186G garantizd su

aplicacidn poar v?!a intramuscular y demostrd su utilidad en 1la
profilanis 42 hepatitis y sarampidn (16). Una limitacidn de la
180 es que sdiamente puede ser aplicada por via intramuscular, vya

que la ypresencia de agregados de Iq0 por via intravenosa (iv)

(2]




de

"cbmplemqnto y

qG ;qﬁlmicahente
fGEmﬁihun#. Cutter
’.del'bcomplemeétu fue
bmeJiante reduccidn Yy
vlélmolécula de IgG. Este

con una solucién de IgG al 5%

“Jeni’la  profilaxis de procesos

téscon ‘agamaglobulinemia (163-

L;v‘ mas Jrécieﬁte prépéracibn de 119G humana parx usc
in!ravenoso; ‘con‘ﬁH d4.25 (Gammimune N, Cutter Biological), no ec
modificada - quimicamente y se ohtiene de plasmas humanos por el
método de Cohn. Es una solucidn de IgG a)! 5% en agqua y maltosa &l
10%. Mas de! 99% del contenido proteico ec IgG y mds del 954 se
encuentra e forma monembrica. No presenta agregados <
fragmentos; esta propiedad hace que la preparacibn tenya sblo un
10% de la actividad anticomplementaria que presenta la ISG (1é5.
Su  capacidad amortiguadera es de 0.3 mEq/yg de protelna o 16.5
mEq/L. La osmolaridad es de 327 mOsm/kg de agua y de 292 mdsm/L
de 1a solucitm. Presenta la sigquiente distribucidn de subclases

de IgG: 119Gl (22.6& mg/mi). 1962 (4.2 mg/mld, 1gGT ¢1.2 m3/ml)d vy



g/vq de

PApldamantn

hacia el sitio de: Xocalxzacldn

“”agdmulAndose grandes cantidades en- los foc

Ccwal

(XB)-;'La‘ IGIV ‘parece prevenir tamhl

reservas “de granulocitos-en-la. madil

La: admihistracidn de 16TV bH a.25" en‘dos}s de S00 mg/kg de

vpeso A ratas con bacteriemxa por Salmonella typhimurium disminuye

1a mortalldad de estos anxmales- Adem&s, esta preparacibn vo

“1 m)nucldn en el pH de la sangre arterial de las ratas que

prev;amente cursaban ‘con acidosis metabdlica; por el contrario,

. se obserya; mejprla en el equilibrio Acido-base despuds de la

aplicacién de IGIV (19).

La ‘apl;cac;bn de. IGIV pH 4.2% en dosis de 400 mg/kg a

pacientes. con ‘inmunodeficiencias primarias, eleva 1los niveles

séricos dg IgG hasta un valor promed:o de 8% 2 mq/dL »sqﬁref;lps

valores. previos: -de 146G 'y no . aparecen efectos “colate algé

cl!nicamenté'1mport§ﬁtes;durah€e‘la:infusidh (20).

La IGIV. pH 4- 25

L)




en iqual: . o . mayor

de

IGIV B

ctxv:dad onsonxzante ';pntrai~varies'l

qie ‘esta preparacibr-les

;oad‘uvante:>deigfaq.utilidad,en,ipfe;:x

Loentre’ Algunns antibibticoﬁ.y'ia gaméglaﬁuliné céd;r

.gram-negativas (21). La administracibn . de !GIV ‘e;

efectxva como medxda terapdutica en recién nacidos

de muy bajo peso al nacer y. con ba:os n1veles de

La administracibn de:~IGIV pH -4.25 en dos

pacientes neonatos . con “neutropenia’autoinmu

en

elevacidn. enla cuénta total’de PMNs neutrdfilos;

la :nmunoalobulxna intravenosa (21)~

"1T.2." CARACTERISTICAS DE Klebsiella preumoniasi..

Klebsiella prneumoniae es un hacilo gram-negativé, “ho mbyii.



M-'&_

r-hxnoscleromatls-

definieron tres

eépeciesé Eneumo 1ae,"Kt bzaende 'y K. rhinoscleromatis.

Flnalmente, Naemura y cols en 1?79, concluyeron que ¥. preumoniae

pue@g incluir_a: ,aerngenes, E; edwardsii y K. pneumgniae (Z2%5).

La'estructura de superficie de Klehsiella contiene una pared
celular que consta de tres capas- la membrana citoplasmdtica, una

capa peptidoglicana que mantxene la rigidez y forma de la

:Qlula y f:nalmente

“la membrana externa, que consiste en un

cnmpleJo de lipopolisac&r do (LPS\, fosfollpidos Yy protelna§>(24)

E1 LPS. que ¢ 1 aﬂt!geno é&matjco Ukestﬁ ~compuesto

por..tre

 49

unidades
quimica

D-Espec??:r

1lamado ila .nsuec1F)c1dad

antigbnica ) ° reqxbn III e= denomlnad1

1pido Ary, xnteracc:bn hidrnfbbxca se




Jcapsular” se’ con

ella pneumoniae (26ikirﬂqd}antq;el,antlgeno:o

'Soﬁétiqb se  han ideritificado “doce’ sérogrupps,;“.ppﬁo,'no se
determinan regularmente, ya que las c&péu]as bloqhéan 1a reaccibn

de aglutinacidn de los antisueros para el antlgenoc O (2d).

El 'polisacdrido capsular constituye un importante factor de

virulencia, ya que mediante esta estructura Klebsiella pneumoniae
evade la opsonizacidn por 1la v?a alterna del complemento (27>, en
forma similar a lo que hace el estreptococo III del grupo B, cuyo

mecanismo . de evasidn se debe a la presencia de Acido siklico al

final de las unidades repetidas de carbohidratos (2&8).

I1.3. FACTORES QUE CONDICIONAN LA INVASION BACTERIANA:

- Entre los factores que condicionan la invasidn bhacteriama en



»i hospedero sé'evéuentranE la disponibil#dad.ﬁé

factores -

eSpe jf:c's les como el sistema de ccmpléhe‘td

anticuerpos opsonizantes

‘hoﬁpedéro” vy la importancia

opsnnxnas

principales del

e ackivosf qise;

;>y ' un

qrdtefha de. unidn-a - Cd

tivador: C3b/Cdb (C3h INAY factor I (28).

La’ via alterna del complemento’ es -activada principalmente
ﬁor‘l)iﬁbpulisacaridos- Cuatro pfotelnas;participan en esta vias
VC3; properdina (P) y los factoreéfs y. D Otras dos proteinas: C3h

INA CIY y BIH (H) regulan esta.vla (23),



presencia de
complemento

covalentemente

1o cual aumenta elfiﬁnﬁégtéyénﬁre e

fagoctticas' v como cansécué cAa,meiq

b). ANTICUERFOS: En el plasma san

c]ases de inmunug!obulxnas (IgC,

molecular de iSO Qo0 da}tones

aproximado ‘{

cadeqas “polipept?dicas:. dos cadenas.!pesadas (H) ;dén {cas con

430 aminudcidas y dos cadenas "ligeras”‘(L){'ftambién 'Sdénticas

entre s1; con 21d aminodcidos (30).

Cada una de las cadenas tiene una régibn de’ ‘secuencia  de
aminodcidos constante y otra cuya secuenc:a varla- Estas cadenas

estdn unidas por enlaces dxsulfurq,,_constituyendo una estructura

en forma de Y flevible. La molkcula }txcuerpu dxspone ademks

de dos sitios. de . unibn. fprmados 'por ‘las

ue. - adembs . se’

porciones _variable

distinguen por poseer reg:

frecuencia

pueden:,géc

qué:rompe_g;lg fraccibn



 Despu!s de la forma:i n

gqiae. expresan re:ep;or;s'par

. facilidad las pafticul

Hay cuatﬁoyl
se diferem:ian ’_
amivodcidos y'énﬁ'
presente genénél
de : dos tercérs
impuﬁién?éﬁe .

1963, 1a

,Y pueden »también a;txyqr 'lg"

‘complemento por unidn a Cl (11)

Llan IgG) tiens enla:es disalfu

consbituye un 6% del tutal de XgG’

por proteasas.. La 1qG2 cnﬁsf‘ Y iqtal de ‘1¢G.y. . ha

sido involucrada en la:fesﬁuesta antigenos poli?acéridos- La

IgGa constituye sdlo el 3% del total de‘IgC en-el sueroc, en la

mas baja concentra:ibn 4 u‘mq/dL)-r-Nu,se une al complemento y es




fUnhioﬁai;ehtﬁ dﬁdileﬁte ¢31).

Qembaraio.;‘ae‘ tal

ener ‘merores niveles de 46
tdrmino. y por;ln tantao, ~los prematuwros

infecciones graves . 'y

;algunos< mxcroorganxsmos en la m 1re, lo gue parece»suceder~,cun

los ant)cuerpos contra polx

~ec1én nacxdo sdlu

STADO GENERAL DEL HOSPEDERO: Entre los . arupus de mayor

’feccxdn por Klehsiella prneumoniae se‘en ntran';los

debido a las carvactert?sticas inmqholdgicas Sguel

cefectla.



crourganxsmo cun fagocitus PMNs ;-

1r|_especif.i ca

fﬁnidn fﬁel

péptxdos.
':Es‘e sxstema es el mecanxsmo mxcrobx::da mds potente de. los PMNs

neutrdfilos (241-:f'

La: reseﬁva de faqocitns'FMNs‘edkla'h&dula béea en el ‘recibrc .

“ nacido  es de cx.co “a siete veces. menor que en el adulto. y se.

agota rhp:damente ante una demanda exc951va Yy uria  deficiente

§ de granulocitos durante el

“proliferacibn medular de precursnr
curso de una 1nfe:c1bn grave-* Estos factores " explican :la

fre:uencxa con que los neonatos sbptlcos cursan con neutropenxa y



LENCIA /PRODUCIDOS POR  Klebsiella

pusnén pol:sacér)da_ capsular

tratamxento" aﬁfimicfbbiaﬁb

Jlas hacfer:as en:apsuladas a la fagoc:tosis (¢4>\

Estudxas en-ratas (37) y en Patones <1q) hab

las cepas de Klebsiella Eneumunxaa que producen mayor cant:dad de

polisacarzdo capsular sar m&s vxrulentas- El qrado de bmcter:emxﬁ

yila ‘mnrtalxdad se reduce natablemente al admlnxstrar E% loé

anxmale< con 1nfeccxdn erperxmental txcuerpus 'especjficoﬁ

contra 105 pol:sacérzdos capsulares dn las :epa

pngnmunxae 1noculadas (o

Las cepas

graves:. .eni

'Confbase»en los nntecedenb" ecesaric

buscar altehnatlvas para eI maneao d= 1as: cio egfgwdyésrpdv




cpresente

trabaje: butica dw

la 161V pH ains

Kleheiells’
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opsonizan

dad “adecuada’ de anticuerpos

& acterias ‘causales de septicemia’ aumentz

ifere teéi;epas dé K}ebéiella preumoniae pov




Gammimine N,

vaisiada57°

: fuer-on

"fjtllahando 'difefuwtes”hédio

4» la muestra-' Ast,: pu‘a Ios hemacul

',de~Ruxz Castaﬁeda, Ias muestras de SECPPCIDﬁe‘

STV emhrades e agar chocolatﬂ

Y aqar tnrgltnl- Las muestras de caprucultxvns se sembraron en

'ager encin enou‘ agar verde hr:llante, Lagar

rferqxtoig 'aga salmonela—shigela y éaldo tetrationato . (d3). La

|denti‘|cac1dn .élia§,7oféepéé de Klebsiella gﬁeumoniae se. hizo




Y se corrobnrb :ada una de.  las

nsayo; _n vitro.

JEY- metodo de opsonofagoc)tosis ‘se@ estandar)zd can una' qépa?g
Vlebsxella pneumupiae serotxpo capsular .k-8,~ ohtenid

hemocn]tlvos de varios recibn nacidos hospitalizados en- Ia unidaub‘

de cuidados intensivos meonatales del Centro Nédico‘"La Raza

,dely.“
Instituto. Mexicano del Seguro Social durante una epidemia de

sepsis neonatal (d4d).

a). PREPARACION DE L0S MICROORGANISNOS: Llas bacterias
ajsladas fueron incubadas en caldo de soya tripticasa® (CST) a
3700 durante un cultivo nocturno de i1¢ a 1§ horas. Se inoculd 1
ml  de dicho cultiva en 5 ml de C8T y se incubd de nuevo a 37 C
durante . dos horas 'y 30 @ minutos “para -lograr una fase de

¢recimiento logaritmico C4d). .

Cada cultivo se lavb . dos wveces con solucibn salina
ba}anceada de fosfatos (SBFY a pH 7.2, centrifugando a 7,500 RPM
por 10 minutos. El botdn se resuspendid en SBF hasta alcanzar una
concentracidn de 10 wunidades formadoras de colomias (UFC) por ml
mediante nefelometria de McFarland (45) contrastada con medicibdn
de ;ensidad bptica en un espectrofotbmetro (Coleman, Modelo &/20)
a 540 nm de longitud de onda. Finalmente, se Thicieron la:=
diluciones correspondientes para obtener §n106 UFC/m) en solucidn

balanceada de Hanks (SBH) con 0.1 7% de gelatina (Gel)d.

+ Bioxbn de Mexice




b)- PREPARACION DE POLIMORFONUCLEARES: lLos ]eucocxtns PMNs
de _sangre venosa de adultos voluntarios sanos se separarnn ,pnr

gradiente de densidad de centrifugacidn con Fico!l;Hypaﬁue’fy o

sedimentacidn corn  dextrdn, cegln la tdcnica, de "
separacidn de cdlilas. (d6). La relacidn sangre-Fxc
_de 6 1 Y. el paquete de cdlulas resultante de la -cen
soiuecidn

1 eOOv»rpm durante 25 minutoe fue diluido~ Qaliﬁa.y'

iisotdnica- La- sedimentacidn de los erxtrocxeo”  1a
_adi:ibn de ‘dexthan a 37 € durante 20 mxnutos y f eron lisados con
5oluc1bn salina'esttbil al - 0.2% 'y al-1.6% eanormajglternaf Los
PMNs se resuspendieron en SBH a una cbnééntracfﬂni de 1x106
qélulas /ml y se midid el povrcentaje dg viab;i;déd celular por

exclusidn de azul de tripano.

cd. IGIV, pH da-2%: Se utilizd una ﬁﬁéparacibn comercial
(Gammimure N, Cutter Biological) de una solucidn de 1g6 al 5% en
agua. Mediante la tdcnica de E'ISA se defermind el tftulec de

anticuerpos especfficos contra el po.)sacdridn capsular K12 de

Klebhsiella preumoniae en tres lotes dif're tes de IGIV pH 4.25 @

40R10, dORIZ y dOR32

d). FUENTE DE COHPLEHENTO:,sexutiliz§>§uerc humano normal
(SHN> como fuente de complemento, el cual fue adsorbido a dac pov
dos  horas c¢on la bacteria muerta por calor para eliminar 1los
anticuerpos espec?ficos y usarlo como fuente de complemento. Los
Yﬂveles de factores del complemento, tanto de la via clasica (Cd4d

como de la via alterna (factor B-Properdiva), se determinaron en

19




las:erséras de SHN medxante nefelometrla de Jasser (Beckman). 3

medxant= él q”°%i

'E dh :omplemento:
4 ' nefelome‘r!e de ©
dzspersxbn de lu' de pert':u;a
esultado de la formncxbn de com

;o-ant‘cuerpc e presential’

fé)- YHETODO DE OPSONOFAGOCITOSIS: Se:utiif
'ﬂﬁa ‘¢epa de Klehsiells pneumonise serotiﬁnrcéﬁsdlar K:8

_s:tin.ide determinar la dilucibn de la !GIVVﬁH &

mejor actividad opsonizante, se probaron d!‘erentes dilu:lones de
esta preparacidn 121, 1310, 12100 y 131000 durantﬂ la fare' da’.
estandarizacidn del mttodo. Como fuente de complemento. se utill‘b'

BHN a! 1% y al 10%.

€ri microplacas estériles de 96 pozos de fondo prlano -

(Hicrotiteﬁ Dynatech) se calocaren por triplicado cinceo muestras

de 10 microlitros de Klehsiella pneumoniae tomados de -~ una
dilucitn de Exloé UFC/mil, para un total de leod UFC en cada une
de estos pozos- La cantidad de bacterias se corrokord medianie
siemhras masivas de tre:z muestras de la dilucidn €inal en SBRH~Gel -

de Klebsiella pneumgniae sobhre placas de agar de soya tripticasa*

(ABT) al tiempo cero (UJFC iniciald.

A la primera muestra se adicionaron 10 microlitros de IGIV

pH 4.20 y un volumen igual de BHN adsorkido. A la segunda muestra

20



se éﬂicionaron‘v01Umenes equivalentes de IGIV pﬂ 4-?5‘9adely SHN
e I S8 e e e T T
adsorbido “y. . calentadoa S& C'por 30 minutos.para nactivay el

omplemento.: Eni-laiterce e s

~vofﬁmen de 50

os éohfSBH—Géi y'ég incukaron 37..Cen Sgitacidn suave
¢onstante durante ‘30 mirutos para facilitar el proceso de
foﬁ;onizéfiﬁn{

A continuacibn, cuatro de las cinco muestras se adiciagnaron
con’ volimenes de SO0 microlitros de HBS-Gel con Zﬁnlod PMNs, para
,;staﬁlecer una relacibn PMNibacteria de S:1 en un volumen final
de 100 microlitros por pozo.  Llas  microplacas se incubaron
nuevamente .a 37°C durante perlodos de &0 y 120 minutos en
agitacibn Vguaye y constante con el propbsito de favorecer el
proceso ~ de fagocitosis. La muestra nhmero cinco sirvid como
contrﬁl del crecimiento natural de la hacteria en las condiciones

-'de este ensayo in vitro.

Todas las pruekas se hicieron con muestras por  triplicado,

distriku?das de la siguiente manera:

A: Bacteria + IGIV + SHN adsorbido + PMNs
B: Bacteria + TGIV + SHN inactivado <+ PMNs
C: Bacteria + SHN adsarbide + PMNs
D: Bacteria + SHN inactivado + PMNs

E: Bacteria

21



rcertajes . de muerte

o yoise

Nos 80,y 120
te i] }Kdespubs‘

itadorﬁv&rten.‘~se

AST| ‘lag cuales

cuenta de‘Uré ep‘ place
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preumoniae
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En_

pneumoniae:

!'doé* cepa¢ de

de edad por v\a 5ubcut&nea (sci en 1a base de '1a

‘10 m:crol:tvus de ﬁ)lucxones ascendentes er SBF.

',dubahtg 10‘d!as~pawa determinar 1@ Dg~£00,

sepin 1s

»‘seuos y con peso- de tres & scuatro

sc. en 1a hase ‘deV‘

vVIehsxella pneumonlan selec::una as

Una 'hora’ deepubs‘delfeﬁfrentémiehtd‘con' ta hacteria, s«
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de 500 mg/kg de

€ 1|:-1 ung dosi

dayrupo urvalumer - de

08 36 animales

volumen’

edyzaﬁte la pwueba t

tomando . como grapo  de
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lag:deicontingsncia de 2 % 2 y se

cuadrada, - tomando  un valor alfa de
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~La neFe,lrnm'etr»’a” ‘db‘ MeFarTard ccmsf':'éi'ie diez

al,,'.’z en ' d.\xucmr:=s e 1"m' Hasta

..19r;s'ir(-.=v:lesm‘dptlca:- ciguecorresporden & cnncr-nh"aci:mes de Sxui0
s -8 b

de absorbancia de !r.vs dx x4 t \hos ,V:de).;, i

s lecturas

el sspectro Fotdmatry corr-espond ierown

lao Figura 1.

b). * LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES: Los PMNs. separados . de

sanyre . verosa . de adultos sanoe tuvieron viabilidad celular “de

S5 TR 93% T determinada por eiclusidn de azu];rde tripano.

©).UIGIV. CpH 4251 La ra anticuerpios

"antheno el

espectficos By Teome.

fne menor: dr—

-,par»acxbn de IGIV pH

orkiancias por - .densidad

Looia1d paral TGy vde 0.002 5 0 para IgM.  Los

jquj‘en':los lotas JORI2 v GOPTZ tambidn o fuzron o altos,



‘ aungue meviores rue en €1 ‘primer lote (‘CL-adr-ofl'f'-'

fd)-'FACfORES DEL COMPLEMENTO: Lag muyestras.de SHN utilizada:

fac}v_tm” € 0 y-AB-?ﬂ‘-’opeT?di‘.‘.e

‘precentaron ‘valores fiermales de las:

medidrg;ﬁor'ppfprodétr!é‘dg lassery én‘pfpnédipf25 2imq7ﬁL‘de ca

V3B mgsdl dal fachor B-Properding s ‘alorest disminuyeron

A& man

ialcEpa KR con

adoin tadice de

Wlos.  La asociacibn de

ce demuerte hacteriana

éfo;ooiﬁ(CuaJPo'Sf-

lag. 70~ cepas | de’ Kighei

!dsT&O, minutos de

.fagocitosis
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3% cepas - de Klebsiella pneumoniae aisladas - de hemocultivos v

fue

;opsoni::ar.(a‘s" con VIG:IV pH d.25 en dilucibn 1:1000 (0-_1‘/:')‘

CDT i

IH.E4 ﬂA.ﬂ% . después de 120 minutos de 1ncubﬁcxdn

dlcxonar SHN ‘al 101. este !ndlce meJorb

hasta” 2-@ +-26. 8%, © con un valor de [ 38 < 0. 04

apre::ar enel Cuadru 8 y enrla Flgura 2

con ICIV pH d Ad al

PMNs

fue,de.ot B8 726,14

de

lehslella pneumonias

lasfdiferentes cepas probadas s«

\,“cﬂahdo'el' Indice de. muerte

e 40%; o :nmn "seﬁsibles" cuando mustrarcn
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‘v,p\f‘-t:’ehé,..:{e‘ ehi ocuad

m’#d Eqv- SHN ;él

Ycepas de cultives
Peensible” cuando’ fiteror opsonizada

1 rr;gn(;‘n' <n =

aumentd er

“

s asoeiacitide 161V {1100 oz,

: 'si‘gnifi catvi,vvm Tpoomenorode

6:0001 S(Cna

:;pas de Klebsiela pneumoniae -aisladas  de LCF

e

presentaron. “4n. patrdn "resistente & 1a opsonofagocitosis cor

wtodasilas’ fuentes de opsonizacibn prob&das, mientras  qu-  la-



vi.2. Lf)_ vivu.fécrxvxn;\n PROTECTORA: DE LA 1GIV. pH 4.25

- a)- CINETICA BACTER!ANA-

‘de.; Klebsiella pneumoniae serotipo capsi

eﬁtre_ 1§s ‘dos 'y cuatro horésiﬁé {Bcubaci
Eon QH vélor medio‘apro}imado de‘do
£n ‘
‘fase lnga

'serotnﬁlfxcada‘ presentb sy

lina y tres hnras del cult:vo. ‘cqn 

~‘horas i (F ura £).

B).. DOSIS LETAL (DL-100): En

los “ensayos dein

hAméter re::én nacidos para la determlnacxbn de las dnsxs 1et«

c;v-.n

,hf Kiebslella meumoniae, se ubtuv:eron una DL—AOO igual a 1»10
. 7 -
UWFC con la cepa F22 (Cuadro 12) y una DL-100 ‘igual-a “1x10 LIFC

con- la cepa H-20 (Cuadro 13).

). EFECTO PROTECTOR DE LA IGIV pH 4.25: En el grupo de los

42. ‘humster recitn nacidos infectados con Mlebsiella prneumorniae

Kz y‘tratados con IGIV pH d.25 sokrevivieron 21 (S50%) animales.
Er .. cambio, en el ¢grupo de. control sokrevivieron sblamernte dos
(Si) de -los 34 animaleg infectados y tvratados con el placeko SBF;>‘

o un i valor

iesté"dxtnrencla fuP sanlflcatlva estad&st'

de chi cuad! a igual, 1d-d' (p L7G.008) tCladro 1A3.:

a
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el éfecto‘ teraptutico in’ vive de esta preparacxbn de. IgG ,se

"inncnlaron 7& hdmsenr recxén nacxdos care una DL 10k‘de la cepa de

k]etwlelle«

sneumoniae’ H=2G, que mastrb unf

ieron: 10
(24%Y animalesy nd7‘huhu

..sohrevivientess

un valnﬁﬁde;P'

‘se? ubs rvh mejor efecta

contra:la 1nfeccxbn erperamenta wcausarjarpor-%é‘ ceva

'“séﬁéihlé" -'i5dﬁrev1da del” qO%, versus EZ'del grupo cbntrbi}'y
iun"efecfo  menor‘cuando la inﬁeccidn fué producida por -la cepa

"resnstente" H—°0 (suhwevxda del ”d%, versus 0% ‘del controld. De

-f;ua}quxev manera.l efectn prntector de 1GIV pH 4.25 en. este

-modelnltgnimal‘vfue‘estadfstlcamente significativo pava las - dns

Tcepas. i fééﬁéﬁt




ontrx uyen a la mayor susceptlbxlidad del

enfermedades infecciosas por bacterlas encapsuladas. Sen’ espec:al

por Kjebsiella Eneum niae (S51). Las infecciones nosocomxales pnr‘
'esta kacteria han llegado a ser una de las principales causas de

morbilidad y mortalidad neonatales (3).

Diversos estudios han demostrado que las preparaciones de
IGIV promueven la actividad bactericida de fagocitas PMNs en

ensayos de opsonofagocitesis in vitre (S52,53) y que protegen &

los animales recitn nacidos infectades experimentalmente con

estreptococos del grupo B (18) o con Escherichia goli (14); pero

no existfa informacidn sobre ensayos con infeccidn neonatal

experimental por Klehsiella pneumeniae, wni datos in vitro con un

ndmero grande de cepas obtenidas de aislamientos cliInicos.

En este estudic hemos evaluado una nueva preparacidn de IGIV
con pH 4.25, que no tiene los efectos indeseables de activacidn
del complemento iv vivo presentados por las preparaciones de
inmu;o—seroglobulina (5d). La Ig6G pura en solucibn a pH 4.25 no
tiene la inestabilidad ffsica gque produce la formacidn de
agregados y fragmentos a partir de pH 5.5 y que aumenta en forme
proporcional al incremento del pH (1é6). Ademds, 1la IGIV pH d4.25

®¢ una preparacidn de IgG sin modificacidn qufmica, que no

requiere reconstitucidn, posed buena capacidad de opsonizacidn y
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la. Fc de] antlcuerpn en la m
 monongcleares y . polimorf i

.eveﬁbua]‘ﬂestruccidn de talesf

,lé'préﬁara:idn de  IGIV, por

'in v1tro de la a:txvxdad funcxnnal de

med)o de la ;med cibn de lnd:ces de ‘muerte m:crobxana como el

punta fxnal de los prccesos de faqocxtusxs de los microorganismos

onson:zadas (qﬁ).

Los ant:cuerpos anticapsulares contra Klebsiella prneumoniae

»Kta s por el método de ELISA en la preparacidn de

&IGIV fqeron_aléos- Esta ohservacidn es congruente con los Indices

~de” - muerte: bacteriana obtenidos er 1los ensavos de opsono-

fagocitosis con esta cepa de Klebsiella preumoniae.

La  IGIV pH d.2% presentd mejor capacidad opsonizante en la
dilucidn 131000 que & dilucibr t:1, manifestada por un Indice mks
alto de muerte bacteriana. Tal efecto puede deberse a un blogueo
de los receptores Fc en las PHNs de estos ensayos por grandes
“cantidades de 196G, cuya consecuencia serla una disminucibn en la
capacidad de reconocimiento de las bacterias opsonizadas. Este
mecanismo ha sido descrito en las cklulas del sistema fagocltico

mononuclear (5FM), las cuales pueden ser blogueadas con dosis



teraPEHtxca tor .

'70?

Yos:

,de‘ opsonxzacxbn nara’ estas ba:ter &s ;'soﬁf

si hien es CIertu que la prepara:)bn de ICIV

cantidadb

una ,qr'an

: contenga*"

klebsxnlln

h:perxnmunes. obtenxdas de plasmas donadores con
de ant)cueryus contra las bacterias causales de

'giciertés infecc:nnes, pueden spr de mayor utilidad gue las = IGIV

- convencionales en el tratamiento de 'procesos infecciosos graves

an embarqu, los lotes de "IGIV convencional podrlan ser mhs
.-adecuados si” fuesen ohtenidos de plasmas de ‘Jdonadores: localesy
5quighes .pueden — poseer mayor cantidad de anticuerpos contra. las

bacterias prevalentes en cadquedio‘amhiente particular.

La wvirdlerncia de algungs serotipos de Vlehs:ella preumoniae

 puede Jestar asociada al .sitio dé i@fec:xdn Y cxertu; qerotxpon,

pueden . ser mds virulentos que otros o ser comen:ales'gn;un STt
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y patbgenos en otro, vya que la bacteria ataca diferentes drganos
con  un &alto grado de especiticidad (40). Diversas bacterias
obhtenidas de infecciones localizadas parecen ser mds sensibles al
efecto del complemento que las cepas obtemidas de infecciones

sistémicas o diseminadasj tales cepas "serosensibles" se han

descrito enn estreptococos del grupo B (52), Neissernia gonorroheae

(58) y Campylobacter sp (59), entre otras.

Los ensayos de opsonnfagocitosis de este estudio mostraron

que el patrdn de sensibilidad a la opsonizacidn con una adecuada

fuente de complemento fue mayor en las cepas de Klehsiella
preumoriae pruveniente; de cultives diversos que en las obtenidas
‘de hemocultivos. Este efecto mejord signiticativamente en los dos
grupos de bacteriac convla adicidn de 1GIV, pero fue mhds notakle
en las cepas de hemocultivos, lo que indica que la preparacibn de
‘IGIV rH 4.25 parece tener mayor capa:idﬁd opscnizante contre
cepas obtenidas de pacientes con septicemia que contra las

obtenidas de infecciones localizadas.

Los Indicee de muerte bacteriana aumentaron al opsonizar las

cepas de Klehsiella pneumoniae con IGIV pH 4.25 maés SHN como

fuente de complemento. Esto parece indicar que la Ig5, ademds de
?uncionar dircctamente como opsonina, puede activar la via
cldsica del complemento y favorecer el depdsito de C3b sobre 1z
bacteria. Ambes mecanismos de opsonizacidn facilitarfan el
contacto entre el microorganismo y las células fagoclticas y como

consecuencia la fagocitosis y muerte de la bacteria (60).
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‘evidente  en la’

ehsiglla prneumeniae

ef,ectb fue pé:o

resisten i “ B - 1QIV. . Estos

res ltadésfdemdestﬁan iCorrela idnmpﬁsitiva entre la cepacidad

opsonizante de la IGIV pH'd.?SVdeterminada in vitre y su efecto

protector in vivo.

El efecto protector de IGIV pH 4.23 en dosis de 1,000 mg/kg
en ratas recidn nacidas infectadas por estreptococos del grupo B
ha. resultado ern m&s del 70% de sobrevida, ew tanto que dosis de
100 mg/kg confieren un efecto protector menor (18). La IGIV ¢H
d4.25 en dJdosis de S00 mg/kg protege a ratas recidn macidas con

sepsis rwor Salmeneglla typhimurium (19) y a ratas adultas

infectadas experimentalmente con Pseudomonas aeruginosa (Sd).




de 1nmunoqlobulxna 1ntravenosa con bH

activ:dad opson)’ante ':ontra Vlebsxella

txpo capsular ¥t2, pero mostrd actlvxdad va\baﬁfé

nc uir«que los requerlmxentos de opsonxaac:bn

nobable en“

4e 13 161V PH

neumunl fal:)

idos ‘infectados con Klebsxella,

importante . cuando los‘ anlmales fueron

K]ebéiella‘gneumoniae H=20, " la cepa» "resistente”

vitro a la opsonizacibn por IGIV.

A1]

05 ensayos’

d)- Los resultados de los experimentos in vive, asl como los

7749'165 ensavos in wvitro, sugieren que la utilidad terapdutica de

esta nueQa preparaclbn de IGIV pH 4.2% en la “sepsis neonatal

experimental por Klebsiella prneumaniae es dependiente de los

niveles de 149G especifica contra la bacteria presentes en  1la
preparacibn de IGIV y de la capacidad opsonizante “de tales

— anticuerpos.



ey: “El falto ccntenxda de anti(uerpo" peclfiéos Crentral

"Kebsiella [vneumnnlae en estns prnpar

Mdemostrac:bn HL.

graves “por

¢ klebsxella pneumon:ae-

£y E] ‘vso de lotes de IGIV cnnvencional que :onbengan una

'adecuada de anticuerpos opsonx.antes demostrada in ‘vitro

Ccantida

seontras las bacternas prevalentes que causan lnfecctanes graves,
*como una alternat\va ht11 y m&s ac:esnble que las

‘IC!V h:perinmqnes para- fines .'de -aplicacibn

cltnica en humanos.



I X's
(f 'E;f§‘jcséﬁdihﬁsé'fealizh::oh“lh:fiﬁalidadldé ‘determinar la
‘efe;tXQida& ‘~'tééap!utica . de";una' inue;a preparacibn .de
,jnmﬁno§lobuliné para uso intravenoso (IGIV) con pH 4.25, en un
mo&élo‘ de - sepsis  experimental por Klebsiella pneumonjae en
'hdméter recidn nacidos y se correlaciond tal efecto con la
>cepacidad de opsonizacidn de la bacteria por dicha preparacidn en

ensayos de opsonofagocitosis fn vitro.

Las pruebas de opsonofagocitosis se hicieron en microplacas

cor 70 cepas de VKlebsiella prneumoniae, obtenidas de aislamientos

clinicos de pacientes pediktricpos hospitalizados, las cuales se
trataron con diferentes fuentes de opsoninas y despubs se
enfrentaron con leucocitos polimortonucleares de adultes

voluntarios sanos.

El efecto protector in vivo de la IGIV se probd en bhAmster
recibn nacidos infectados con las dos cepas de Klebsiella
pneumoniae que presentaron el mayor y el menor fIndice de
opsonofagocitosis in vitro respectivamente. Una hora despuds del
inbculo de la bacteria, se aplich una dosis de IGIV (500 mg/kg) y
como testigo se utilizd EBF a pH 7.2. Los animales se observaron

durante 10 dias para establecer ¢l porcentaje de sobrevida.

Los YIndices de opsonofagocitosis, medidos por el porcentaje
de muerte bacteriana de cada una de las 70 cepas de Klebsiella

mon s fuergn variables cuando se opsonizaron con la "IGIV.
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Se' encontrb méjor 'capaCIdad de cpsnn:;acxbn por ICIV éon‘vlasn

cepas

ste estud;o mostraron una

dad opsonxzante in vitro de la

el modelo_ deyfsepsfs
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ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA EL POLISACARIDO CAPSULAR  DE K.
pneumonjae K:8 EN DIFERENTES LOTES DE IGIV pH 4.25 DETERMINADOS
POR ELISA.

IGIV. 21000

LOTES

CUADRO 1



“NIVELES DE ' .Cd Y FACTOR B EN SUERO HUMANG
" NORMAL.Y ADSORBIDO O DESCOMPLEMENTADO

S MIESTRA o FACTOR E

CUURLORES NORMALESH T 1sias EREY T

SHN

/2 SHN ADSORKIDG

Suerozhumano ‘normal

. ’ ° " !
‘descomplementade. (54 Cy 30 mind.

CUADRO 2



INDICE DE OPSONOFAGOCITOSIS (%) A DIFERENTES DILUCIONES DE

INMUNOGLOBULINA INTRAVENOSA pH 4.25 (IGIV) Y DE SUERO HUMANQ

NORMAL (SHN) CONTRA Klebsiella pneumoniae K:®, DESPUES DE 120

MINUTOS DE INCUBACION CON LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES DE
ADULTOS SANOS.

i DILIICIONES
OPSONIZACION
111 1110 11100 111000
SGHNTIE T g 39 40 gy
Clelv o 16 30 L 66
IGIV+SHN 1% 69 T 70
TGIV4SHN 10% a5 o0 e 100

CUADRO 3
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OPSONOFAGOCITOSIS: MUERTE BACTERIANA (%) DE 35 CEPAS DE
Klebsiella pneumpniae ATSLADAS DE HEMOCULTIVOS, DESPUES DE &0
MINUTOS DE  INCUBACION CON LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES DE
. ADULTOS SANOS

OPSONIZACTON

K. pneumoniae

HEMOCIIL TIVOS 16TV 151,000 Sy e
+SHN 10% IGIV 131,000 - SHN 10% ' SHN 10%8/C*

R eeed
S a3id

.
2
a3
ey
L&
8
)

161v 1 Inmunoqglobulina intravenosa pH d.2%.
BHN ¢ Suero humano normal adsorhido.
SHN S/C': descomplementado (S60C, 30 mind.

CUADRO 4



OPSONOFAGOCITDS 162 MUERTE BACTERIANA (%) DE 35 CEPAS DE

Klebsjella pneumoniae AISLADAS DE HEMOCULTIVOS, DESPUES DE 120

MINUTOS DE INCUBACION CON LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES DE
ADULTOS SANOS

QPSONTZACION
K. preumoniae
HEMOCULTIVOS IGIV 131,000
+ SHN 162 1GIV 121,000 SHN 10%.. SHN 10% S/C*
TR
30.1.°

! 50.1°

e S aRdNe R NG

2

rt

1

a8

015

4

0

L3

75

5 T2
[d2 L7
70.7 ¢ o2

161V ¢ Inmunoglobulina intravenosa pH 4.2%
SHN : Suero humara normal adsorhido
§/C" 1 descomplementado (S60C, 30 mivi.

CUADRG S.



OPSONOFAGOCITOSIS: MUERTE BACTERIANA (X) DE 35 CEPAS DE

Klebsiella preumoniae DE DIVERSOS AISLAMIENTCS, DESPUES DE &0

MINUTOS DE TI'ICUBACION CON LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES = DE
ADULTOS SANOS

OPSONIZACION
b, pneumaniae

HEMOCULTTVOS IGIV. 121,000 S
§ ; + SHN 10% IGIV. 131,000 SHN 10%

[20.8

BTEYS

MONDOUIND

(4 O

3% 111 22.7 22.2

Inmunoglobulina intravenose pH J4.25.
Suero humano narmal adsorkido
descomplementado (SéoC, X0 minj).

1]
I
r4

s/C"

CUADRO 6

i
it

BHN 10% 8/CY.



OPSONOFAGOCITOSIS: MUERTE BACTERIANA (%) DE 3I5 CEPAS DE
Klebsiella preumaoniae DE DIVERSOS AISLAMIENTQS, DESPUES DE 120

MINUTOS DE INCUBACION CON LEUCOCITOS POLIMORFONUCLEARES DE

ADULTOS SANOS

K. prieumoniae

CQPSONTZACTION

HEMCICLILTIVOS IGIV 1:1,000

+ SHN 10% IGIV 1:1,000  SHN 10% SHN 10% S/¢0

UNS OO NPTA LN

-

[P O

S.a.
30 30.8 .
31 4271
32 ELAE
33 Bd.9

2.9

o
L

16TV ‘3 "lnmunaglobu]ina intravenosa pH d4.2%.

SHN
§/C

¢ Suero -humano normal adsorkido.
1t descomplementado (S60C, 30 minl.,

CUADRG 7
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INDICE DE OPSONOFAGOCITOSIS (X + D-E-) PARA 35 CEPAS

DE Klebsiella pneumoniae AISLADAS DE HEMICULTIVOS

. MUERTE BACTERIANA (%)
QPSONIZACION . _ :

&6 L MINUTOS MINUTOS

Inmunoglobulina intravernosa pH d.:2%

IGIV ¢
SHN™ t Suero humano normal adsorbido

s/C? descamplementado (S60l, 30 mini.

# p <. 0.001 (versus SHN 10% S/C').

CUADRO 8



/~INDICE . DE OPSONOFAGOCITOSIS (X + D.E.) PARA 35S CEPAS

" lDE Klebsiella pneumoriae DE DIVERSOS AISLAMIENTDS

MUERTE BACTERIANA (%)

. OPSONTZACTN'
S T NU T g

IGIV 131,000
4 SHN 10%

IGIV 1:1,000
SHN 10%

SHN 10% S/C*

IGIV : Inmunogobulina intravenosa pH 4.25
8HN t Suero humano normal adsorbido
§/CY : descomplementado (S&0C, 30 mind.

# p < 0001 (versus SHN 10% S5/

CUADRC 9



CEPAS DE Klebsiella pneumoniae AISLADAS DE HEMOCULTIVOS CON MAS

DE 40X DE MUERTE BACTERIANA EN LOS ENSAYOS DE OPSONOFAGOCITOSIS.

40 MINLITOS 120 MINUTOS

OPSONIZACION

CEPAS % MIERTE CEPAS %_MUEPTE

SENSIBLES (X '+ D.Ee) SENSIBLES (X + D-E.)
IGIV 1:1,000 = 26 « 25 w» 66.0 + 17
+ SHN . 10% :
IGIV 111,000° 20 17 61.8°+ 16
SHN 10% . 21 17 6d.9 + 19
SHN 10% 5/C° 14 6T 2 + 14

12 12 60.5

IGIV ¢ . Ipmunoglobulina intravencsa pH d.25

EHN 1 Suero humano normal adsorbido
o
8/C' 1t descomplementado (56 C, 30 min).

(Chi cuadrada versus SHN 10% S/C")

* p o= 0.0078

** p o= 0.001%

CUADRO 10
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CEPAS DE Klebsiella pneumoniae DE DIVERSOS AISLAMIENTOS CON MAS

DE 40X% DE MUERTE BACTERIANA EN LOS ENSAYOS DE OPSONGFAGOCITOSIS

€0 MINLITQS 120 MINUTOS
OPSONIZACION
CEPAS %_DE MUERTE CEPAS %_DE MUERTE
SENSIBLES (X.* DsEs>. ... .. SBENSIBLES (X *+ D.E.)

IGIV 111,000
+ SHN 10%

25 *

‘BHN -10%

SHN 10%:8/C"

1GIV s
SHN 2

8/¢. descumpiehen‘ad

“(Chi- cuadrada versus SHN 10% 8/€1).
» p = 0.0157 :
% p o= 0.0000

*e# p = 0.0001

CUADRO 11
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TESIS WO DEBE
SAEJSRH BE LA BIGLIGTECA

DOSIS LETAL HAXIMA (DL-100) EN HAMSTER RECIEN

NACIDQS INOCULADOS CON Klebsiella pneumoniae (K:&)

ANIMALES *urcr_nuermos VIVOS M.A.  V.A.  MORTALIDAD.(%)

o 20 o u 1§o. :

""4 L 4 e - s

n‘.;’\.r ="anork~ta7]idad aculﬁuléda’ - - # DL-100 :}

\IA = got»revl-ﬂa ac'umurlada ' E
CUADRD 12




7 DOSIS LETAL HAXIHA (DL-100) EN HAMSTER RECIEN

X NACIDGS INOCULADOS CON Kleksiella pneumoniae (H-20)

ANIMALES = UFC ~ MUERTOS  VIVGS  M.A. V.A.  MORTALIDAD (%}

8 i w10 5 o 11 o 100 »
6
= 1 % 10 2 I3 3 & 33.3
5
7 1% 10 1 6 1012 7.7
* DL~100

M.A. = mortalidad acumulada

V.A. = sohrevida acumulada L N

CUADRO 13
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EFECTO in vivo DE 1GIV pH 4.25 EN HAMSTER RECIEN NACIDOS

!NFECTADOS CON DOS CEPAS DE Klebsiella pneumoniae

K. pneumoniae K:R K. pneumoniae H—-20
"TRATAMIENTO
V ¢NUMERD> MUERTOS VIVOS MUERTOS VIVOS
TESTIGO SBF (36) 34 2 3& ]

IGIV pH 4.2%5 (42> 21 21 32 10 %

# X = 1&.815 p < 0.001

#® X = 9.831. p {.0.01

CUADRO 14
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ESPECTROFOTOMETRIA: ABSORBANCIA A 540 nm

0.6

0.6 4

0.2

CORRELACION DE MEFELOMETRIA DE McFARLAND CON ESPECTROFOTOMETRIA
POR ABSORBANCIA DE LUX VISISLE A SLO nm DE LOMWGITUD DE ONOA

T T 1] T Y
3 lﬁ '9 12 15 18 21 24 27 30
NEFELOMETRG DE McFAMRLAND: UFC x 108/ml

FIGURA 1



%X DE MUERTE BACTERIAHA (PRCMEDIO + D.E.)

ACTIVIDAD OPSOM!ZANTE DE |NMUMOGLOBULINA INTRAVENOSA pH 4.25 CONTRA
35 CEPAS DE Klebslells pneumoniae AISLADAS DE HEMOCULTIVOS.

INCUBACHON
CON PMNs

Y

60 minutos

120 minutos

a,

I,

/7! SHN 1GIV 1GIV 1:1000
1:10 1:1000 + SHN 1:10

OPSONIZACION

FIGURA 2



% DE HUERTE BACTERIANA (PROMEDIO + D.E.)

ACTIVIDAD OPSONIZANTE DE | NMUNOGLOBULINA INTRAVENOSA pH 4,25
CONTRA 35 CEPAS DE Kiebslella pnoumoniae DE DIVERSOS Al SLAMIENTOS

I KCUBAC | ON
COH PHHs

Y

60 m!nutos

120 minutos

L

/s

SHN S/C* 1GIY 1GIV 1:1000
1:10 0 1:1000 + SHN 1010
OPSONI ZAC{ ON

FIGURA 3



% DE MUERATE BACTERIANA

X DE MUERTE BACTERIANA

ACTIVIDAD OPSONIZANTE DE INMUNOGLOSULIKA | NTRAVEROSA

pH 4,25 COATRA UNA CEPA SENSIBLE Y UNA CEPA RESISTENTE

A LA OPSONOFAGOCITOS!S DE Klebsiella proumoniaz

100

90

CEPA SENSIBLE (K:8)
70

50

30
20

)
7
VL A

///////q

10
AN
R $7CT SHN 1GIV 161V

11000

1:10 1:10 1:1000 + SMN 1:10

INCUBACION CON PHNs

100 60 minutos
% |-
80 120 minutos
70 CEPA RESISTENTE (H 20)
60
50
40
30
20 f
"Isel NS
SHN S/C° SHN 1GIV 161V 1:1000
1:10 1:10 $:1000 + SHN 1:10
OPSONIZACHON

FIguaA &4



ABSORBANCIA A 50 nm

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Klabsiells preumonias (x:8)

Fase logarftmica: 2 a 4 horas

T LB T T

5 6 7 8 9

TIEMPO DE CULTIVO
(HORAS)

FIGIRA 5



ABSORBANCIA A 5k0 m

0.6

0.5

0.h

6.3

0.2

0.t

CINETICA DE CRECIMIENTO DE Klabslells preumonies (H20)

Fasa logarftmica: 1 & 3 horas

L T 1 T T .9 T LS
2 3 L] 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14

TIEMPO DE CULTIVO
{HORAS

FIGURA_G
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