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DETERMINACION DE ANTICUERPOS HOMOLOGOS
ANTIBACTERIANOS EN PACIENTES CON BACTERIURIA
SIGNIFICATIVA

DETERMINATION OF ANTIBACTERIAL HOMOLOGOUS
ANTIBODY IN PATIENTS WITH SIGNIFICATIVE
BACTERIURIA

A. Villalobos de Rolddn*
Y. Gonzdlez de Pirelg**

RESUMEN

En un grupo de 25 pacientes a quienes se les encontré un contaje
significativo de unidades formadoras de colonias por ml. de orina, se
estudié la respuesta de anticuerpos dirigidos contra el antfgeno "O"
termoestable del germen que se les aislé con el fin de conocer la
respuesta inmune del huésped ante este tipo de infecciones, encon-
trdndose que el 68% de ellos mostraron titulos por debajo de 1:80 enla
primera muestra, de éstos, el 35,3% elevé sus titulos en la segunda muestra,
mientras que en algunos deellos estos titulos descendieron o se mantuvieron
estables en la tercera muestra. En el 32% de los casos encontramos titulos
porencimade 1:80 en la primera muestra, €stos se mantuvieroniguales o se
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elevaron en la segunda muestra, para conservarse iguales o descender en la
tercera muestra.

En 11 de los casos estudiados no fue posible detectar anticuerpos en
ninguna de las tres muestras analizadas en estos casos al igual que otros
autores, suponemos que la falta de respuesta inmune se debié a que la
infecci6n estaba localizada en el tracto urinario bajo.

En el grupo de sujetos aparentemente sanos usados como testigos, los
titulos de anticuerpos para antigenos de E. coli y Ps. aeruginosa no fueron
significativos.

PALABRAS CLAVES: Bacteriuria significativa. Anticuerpos homdélogos.

ABSTRACT

In a 25 patients group whom were found a significative count of
colonies forming unite by milliliter of urine, the antibody response was
studied directagainstto the antigen "O" thermostable of the germ which was
isolated, in order to know the inmune response from the lodger before this
type of infection; finding that the 68% of them demonstrated titles under
1:801n the first sample, from them, the 35,3% elevated its titles in the second
sample, meanwhile in some of them this titles descended or kept up stable
in the third sample. In the 32% of the cases we found titles above 1:80in the
first sample, these kept up equal or elevated in the second sample, to
conserve equal or descend in the third sample.

In the 11 studied cases, was not possible to detect antibody in any of
the three analyzed samples, in these cases we assume as well as others
authors in want of inmune response was by reason of the infection was
located in the low urinary tract.

In the group of persons apparently healthy taking as witness, the
antibody titles for E. coli antigen and Ps. aeruginosa was not significative.

KEYWORDS: Significative bacteriura. Homologus antibody.
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INTRODUCCION

Las infecciones del tracto urinario representan una de las patologias
mas frecuentes encontradas en la prictica médica, no s6lo por su frecuencia
y ocurrencia en pacientes de todas las edades, sino también porque ellas
pueden constituir el sitio de invasion de bacterias o sus productos a la
circulacién y otros tejidos, sobre todo en las adquiridas en el medio
hospitalario, donde las bacterias se hacen resistentes a un gran niimero de
agentes antimicrobianos por el uso de cada vez maés frecuente e
indiscriminado de €stos.> &7 141617

En la actualidad existen varios métodos para diferenciar las infeccio-
nes urinarias donde existe afectacién del parénquima renal: (métodos
radioldgicos, instrumentales, analiticos, etc.); de aquéllas localizadas en
vias urinarias inferiores, fundamentalmente la cistitis; sin embargo en las
etapas iniciales de la enfermedad algunas o todas estas pruebas pueden dar
resultados negativos, a pesar de haber lesién del parénquima renal.

Hoy dfa se han desarrollado algunos métodos inmunoserolégicos con
el finde poder establecer precozmente el diagndstico y la localizacién de
las infecciones urinarias. Dentro de estos métodos se han destacado algunas
pruebas, como la hemaglutinacién pasiva*® 11215 que determina y cuan-
tifica anticuerpos circulantes dirigidos contra antigenos de bacterias.

En el presente trabajo, quisimos determinar y cuantificar los
anticuerpos hemaglutinantes dirigidos contra antigenos termoestables ob-
tenidos de la 6 las bacterias aisladas de la orina del propio paciente, con el
fin de poder establecer comparaciones de estos ultimos en tres muestras
seriadas.

MATERIALES Y METODOS

El material estuvo constituido por 25 pacientes de ambos sexos,
provenientes de los diferentes servicios de hospitalizacién del Hospital
Central "Dr. Urquinaona” de Maracaibo, a quienes les habfan practicado
urocultivo y éste mostré contaje significativo (100.000 o mds unidades
formadoras de colonias por ml. de orina). Simultdneamente se estudiaron
10 sujetos aparentemente sanos, de ambos sexos, con edades similares al
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grupo estudiado, provenientes de estudiantes, personal administrativo y
obrero de la Facultad de Medicina de la Universidad del Zulia, los cuales
sirvieron como testigos y a quienes se les practicé también urocultivo y
determinacién de anticuerpos séricos dirigidos contra todas las bacterias
aisladas en el presente estudio.

Alos 25 pacientes se les tomé tres muestras de sangre por venipuntura,
colectdndose €stas en tubos sin anticoagulante. Los sueros fueron guardados
a —20PC hasta el momento de ser procesados. De las tres muestras, una se
tomo el mismo dfa en que la Seccién de Bacteriologia del Hospital reportd
el aislamiento del germen, otra 7 a 10 dias después y una tercera fue tomada
20-22 dias después de la primera.

En todas las muestras de suero se determiné la presencia y titulos
de anticuerpos dirigidos contra antigenos termoestables obtenidos por
nosotros a partir de la cepa aislada a cada paciente en su propia orina. La
titulacién de anticuerpos se hizo siguiendo la técnicade hemaglutinacién
en tUbOS.A'g' 11, 12,15

El microorganismo aislado a cada paciente fue sembrado en placa de
Petri conteniendo agar soya tripicasa (B.B.L.), incubdndose a 37°C. durante
18 horas, posteriormente el crecimiento bacteriano fue recogido en amorti-
guador fosfato ph. 7.3. La suspensién fue calentadaa 100°C. durante 2 horas
en bafio de marfa al final de la cual se centrifugéa 6.000r.p.m. en frio durante
20 minutos.

El sobrenadante claro conteniendo el antigeno "O" (termoestable),
fue separado por decantacién y se ajusté espectofotométricamente a una
longitud de onda de 630 pm. para trabajar con una densidad 6ptica de 0.65.
Este sobrenadante mostré que 1 ml. del mismo con esa densidad 6ptica fue
equivalente a 5 x 10" bacterias y ésta resulté ser el ideal para forrar
o cubrir los glébulos rojos.

La titulacidn de anticuerpos se realizd mediante la prueba de
hemaglutinacién en tubos* 11213 ytilizando eritrocitos humanos del grupo
"0", los cuales fueron lavados 3 veces con amortiguador fosfato ph. 7.3.
Luego se sensibilizaron mezcldndose volimenes iguales de antigeno "O"
(termoestable) de las bacterias aisladas y paquete globular, se incubaron a
37°C. durante 30 minutos en bafio de marfa, con agitacién constante,
posteriormente se lavaron nuevamente 3 veces, para eliminar el exceso de
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antigeno y finalmente se prepar6 una suspension de glébulos rojos asi
sensibilizados al 2% con amortiguador fosfato ph. 7.3.

A partir del suero inactivado por calentamiento a 56°C. por 30
minutos, se realizaron diluciones crecientes del mismo con médulo
2X, comenzando con unadilucién de 1:10 hasta una dilucién de 1:2560,
en un volumen total de 0,5 ml. Luego se les adicioné 0.05 ml. de la
suspension al 2% de glébulos rojos sensibilizados con el antigeno
obtenido a partir de la cepa aislada al paciente y se incubaron a 37°C.
durante 30 minutos en bafio de Marfa. Al cabo de este tiempo se
centrifugaron a 1.500 r.p.m. durante tres minutos y se procedié a la
lectura.

El criterio de lectura fue el siguiente: positivos: aquellos tubos donde
se aprecid una aglutinacién completa (+++ 6 ++++) en el fondo del tubo y
un sobrenadante claro y como negativo: aquéllos donde el liquido
sobrenadante, quedé claro con gldbulos rojos aglutinados en el fondo del
tubo, en forma de botdn determindndose de esa forma la mayor dilucién del
suero que fue capaz de dar aglutinacién franca, reportdndose como titulo el
reciproco de la dilucién. A

A los diez sujetos utilizados como testigos normales, se les practicd
urocultivo y se les determiné y cuantificé la presencia de anticuerpos
séricos, dirigidos contra las dos bacterias aisladas a la poblacién estudiada.

RESULTADOS

En la Tabla No. 1 se presenta el niimero y porcentaje de gérmenes
aislados enlos cultivos de orina de la poblacién estudiada, en ella se observa
que en 9 casos (36%) se aislé Pseudomonas aeruginosa y en 16 de ellos
(64%) se aislé Escherichia coli.

Enla Tabla No. 2 se muestra los titulos de anticuerpos hemaglutinantes
dirigidos contra el antigeno "O" termoestable de las bacterias aisladas;
Escherichia coli y/o Pseudomonas aeruginosa, en tres muestras seriadas
de suero de 25 pacientes a quienes se les aislé dichos microorganismos. En
ella podemos observar que 11 de los pacientes estudiados mostraron titulos
inferiores a 10 en las tres muestras que se les tomé. La gran mayoria de ellos
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mostraron titulos de 1:40 6 m4s en la primera muestra, éstos se elevaron en
la segunda y tercera muestra. S6lo dos de los pacientes mostraron titulos
elevados (1:640) en la primera muestra y €stos fueron descendiendo en las
muestras subsiguientes.

EnlaTablaNo. 3 se muestraladistribucién de los titulos de anticuerpos
vs. Escherichiacoli y Pseudomonas aeruginosaen 10 sujetos aparentemente
sanos. Enlamisma se observa queel 100% de ellos mostraron titulosde 1:40
paraEscherichiacoliy titulosmenoresde 1:10para Pseudomonas aeruginosa.
Esto se representa en la Gréfica No. 1.

TABLA No. 1

PACIENTES CON BACTERIURIA POSITIVA
GERMENES AISLADOS. ANALISIS PORCENTUAL
Maracaibo 1989-1991

GERMENES AISLADOS NUMERO DE CASOS | PORCENTAIJE
PSEUDOMONAS AERUGINOCSA 9 36.00
ESCHERICHIA COLI 16 64.00
TOTAL 25 100.00

F. de I.: Hospital Central "Dr. Urquinaona”
Maracaibo 1989-1991
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TABLA No. 2

PACIENTES CON BACTERIURIA POSITIVA

TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES VS,

GERMENES AISLADOS, EN MUESTRAS SERIADAS DE 25 PACIENTES

Maracaibo 1989-1991

RECIPROCO DEL TITULO
PACIENTE
Ira. MUESTRA 2da. MUESTRA 3ra. MUESTRA
1 160 160 640
2 <10 <10 <10
3 160 640 640
4 80 160 160
S < 10 <10 <10
6 640 160 80
7 80 320 640
8 160 320 320
9 <10 <10 <10
10 640 160 40
i} 160 320 640
12 <10 <10 <10
i3 < 10 < 10 <10
14 160 320 320
15 < 10 < 10 <10
16 80 320 320
17 <10 <i0 <10
18 160 160 320
19 <10 <10. <10
20 80 20 640
21 < 10 <10 < 10
22 40 RO 320
23 40 160 320
24 < {0 <10 <10
25 <10 <10 <10

F. de 1.: Hospital Central "Dr. Urquinaona®

Maracaibo 1989-1991
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TABLA No.3

TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES VS,
ANTIGENO "O" TERMOESTABLE DE E. COLI Y PS. AERUGINOSA
EN 10 SUJETOS APARENTEMENTE SANOS
Maracaibo 1989-1991

|
RECIPROCO NUMERO
ANTICUERPOS Vs. DEL DEL PORCENTAJE
TITULO TITULO
ESCHERICHIA
COLI 1:40 1:40 100.00
PSEUDOMONAS |
AERUGINOSA <1:10 <1:10 100.00

F. de 1.: Facoltad de Medicina. Universidad del Zulia
Maracaibo 1989-1991

DISCUSION

Dada la alta incidencia de infecciones urinarias en nuestro medio,
sobre todo en pacientes hospitalizados®#7-%1!:12141¥ quisimos estudiar en un
grupo de 25 pacientes a quienes se les encontr6 un contaje significativo de
unidades formadoras de colonias por mililitro de orina, la respuesta de
anticuerpos dirigidos contra el antigeno "O" termoestable del germen que
se les aislé, con el fin de conocer la respuesta inmune del huésped ante
este tipo de infecciones.
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Como puede apreciarse en los resultados obtenidos en el presente
estudio, la frecuencia etiolégica encontrada es similar a la reportada por
otros autores," 1162 donde miembros de la familia Enterobacteridcea y los
bacilos Gram negativos no fermentadores, son los principales causantes de
bacteriurias significativas; llamala atencién la frecuenciade aislamiento de
Pseudomonas aeruginosa (36%), lo cual pudiera estar relacionado con la
propiedad que tiene esta bacteria de producir infecciones nosocomiales del
tracto urinario.>"

GRAFICO No. 1
TITULOS DE ANTICUERPOS HEMAGLUTINANTES VS.
ANTIGENO "O" TERMOESTABLE DE E. COL1Y PS. AERUGINOSA

EN 10 SUJETOS APARENTEMENTE SANOS
Maracaibo 1989-1991
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Al realizar la determinacion de anticuerpos dirigidos contra la
especie bacteriana aislada a cada paciente, nos encontramos que el 68%
de las primeras muestras mostraron titulos de 1:80 o por debajo de ésta,
lo cual coincide con lo encontrado por otros autores® en la poblacién
normal por ellos estudiados; de estos pacientes 6 (35.3%) elevaron sus
titulos en la segunda muestra, mientras que en algunos de ellos estos
titulos descendieron o se mantuvieron estables en la tercera muestra.

En el 32% de los casos encontramos titulos por encima de 1:80 en
la primera muestra y ésta se mantuvoigual o se elevéen lasegunda, para
conservarse igual o descender en la tercera muestra. En estos dltimos
casos podria pensarse, que los titulos encontrados en la primera mues-
tra, fueron debidos a que el paciente tenfa antecedentes de infeccidn
clinica o sub-clinica anterior y que en este caso la respuesta era de tipo
anamnésica, o que el paciente tenfa 1 6 mds semanas con la infeccién
que é€sta era de tracto urinario alto y por tanto la muestra fue tomada
tardiamente.

En once de los casos estudiados no fue posible detectar anticuerpos
en ninguna de las tres muestras analizadas, por lo que suponemos al igual
que otros autores;* '° que la falta de respuesta inmune podria ser debida a
que la infeccidén en estos casos estaba localizada en el tracto urinario
bajo, ya que segiin dichos autores® ' s6lo han encontrado titulos
significativamente elevados en aquellos casos de infeccién urinaria con
afectacién renal (pielonefritis), porlo que nosotros al igual que ellos nos
atrevimos a recomendar la utilizacién de esta técnica inmunoldgica
como método diagndstico indirecto, ya que ella permite establecer con
bastante exactitud la localizacién de la infeccién urinaria, lo cual seria
de especial interés en los casos en que por otros métodos analiticos o
radiolégicos no podamos establecer dicha localizacién.

En el grupo de sujetos aparentemente sanos, usados como testigos,
encontramos que en todos ellos el urocultivo fue negativo y al cuanti-
ficarles los anticuerpos dirigidos contra el antigeno "O" de las dos
bacterias aisladas en la poblacién estudiada, observamos titulos de
1:40 para los antigenos de Escherichia coli y menores de 1:10 para
Pseudomonas aeruginosa, los cuales cuando los comparamos con
nuestro grupo en estudio no tienen un nivel significativo.
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