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En este trabajo se procedió al reconocimiento de lipopolisacáridos de diferentes serotipos de
Pseusodomas aeruginosa por sueros humanos. Los lipopolisacáridos fueron aislados por el
método Wespthal y Jann. Se utilizaron un total de 104 sueros de pacientes infectados y
donantes voluntarios, provenientes de instalaciones hospitalarias y del Banco de Sangre, para el
reconocimiento de antígenos lipopolisacarídicos, mediante el ensayo de Dott Blot. Los resultados
mostraron que los serotipos de mayor reconocimiento, por los sueros testados, fueron el O11,
O13, O16 y el O15, existiendo diferencias significativas entre ellos (p< 0,05).
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Introducción

Pseudomonas aeruginosa está considerada como
una de las especies patógenas oportunistas más
relevantes y de más amplia distribución en la
naturaleza, junto a Escherichia coli, Staphilococos
aureus y Klebsiella pneumoniae (1,2). La infección
por P. aeruginosa requiere en la mayoría de los
casos de una disminución de la inmunidad del
huésped, y de ahí que la respuesta ante la
infección bacteriana sea muy débil (1,3). Esta
bacteria es la cuarta de los patógenos más
aislados en infecciones nosocomiales en el
mundo con un 10,1% de las infecciones
adquiridas en medios intrahospitalarios,
considerándose como un gran problema de salud
a escala mundial (4,5).  Dentro de los principales
determinantes antigénicos de P. aeruginosa se
encuentra el Lipopolisacárido (LPS), el cual
representa la base química de su
seroespecificidad somática y uno de los
principales partícipes de la virulencia de esa
especie bacteriana (6). Se reconocen,
oficialmente por el Sistema Internacional de
Tipificación Antigénica [ITASS (siglas en inglés)],
17 serotipos de P. aeruginosa (2), aunque otros
autores consideran la existencia de 20 serotipos
(1). Se considera que de 7 a 10 de estos
serotipos, están involucrados en más del 90% de

las enfermedades clínicas (7). Actualmente, no
existe una terapia completamente efectiva contra
esta enfermedad, aunque se mantiene una terapia
con gammas hiperinmunes comerciales que de
forma combinada con los antibióticos contribuyen
a eliminar la infección (1,8,9,10,11). El presente
trabajo está encaminado al reconocimiento de
antígenos lipopolisacarídicos de diferentes
serotipos de Pseudomonas aeruginosa por sueros
humanos.

Materiales y Métodos

Cepas bacterianas y condiciones de cultivo.
Purificación de LPS

En este trabajo se emplearon cepas clínicas
autóctonas cubanas de P. aeruginosa serotipos:
O2, O4, O6, O7, O8, O10, O11, O12, 013, 015,
016, pertenecientes a la colección del Instituto
Finlay. Las mismas fueron cultivadas en Caldo
Corazón (BIOCEN) hasta el final de la fase
logarítmica. Para todos los casos las células
fueron inactivadas con formaldehído hasta una
concentración final de 0,3%. La biomasa
resultante fue resuspendida en agua destilada
estéril y sometida a un proceso de lavado.

Los LPS fueron purificados por el método de fenol
acuoso (12), combinado con una digestión

mailto:Jhernandez@finlay.edu.cu;
mailto:jonatanhr@yahoo.com


                                  VacciMonitor        Año 13  No. 1 Enero-Marzo del 200415

enzimática de DNAsa y RNAsa durante 1h a
37 °C. Posteriormente se utilizó la disgetión por
Pronasa durante 48 h a temperatura ambiente. La
cuantificación de los LPS se realizó por el ensayo
del KDO (13) y sus perfiles migratorios fueron
visualizados e identificados por electroforesis
mediante la tinción con plata, empleando
patrones de Peso Molecular entre 10-90 kDa
(Sigma) (14). Estas determinaciones fueron
correlacionadas con la prueba de identidad, según
el método de aglutinación en placa, descrito por
Pitt (15), utilizando un set de antisueros
somáticos que reconoce a los 17 tipos somáticos
(LPS). Los contaminantes proteicos se
cuantificaron mediante Lowry (16) y los ácidos
nucleicos por lectura espectrofotométrica a
260 nm.

Reconocimiento de antígenos lipopolisacarídicos
de diferentes serotipos de P. aeruginosa

Se utilizaron un total de 104 sueros de donantes
voluntarios y de individuos infectados,
provenientes del Banco de Sangre y del Hospital
“Calixto García”, respectivamente, ambos de
Ciudad de la Habana, Cuba. Las muestras de los
infectados fueron obtenidas de pacientes
ingresados en la UCI del Servicio de Quemados
del Hospital “Calixto García”. Los pacientes
fueron clasificados como graves, muy graves,
críticos y críticos extremos, predominando en
ellos las lesiones de tipo dérmicas AB e
hipodérmicas. Se estudiaron pacientes, entre las
edades de 17 a 67 años, de ambos sexos y con
antecedentes patológicos personales adecuados
para el estudio. Las muestras de los donantes de
sangre fueron obtenidas a partir de los sueros de
los mismos, provenientes del Banco de Sangre
BETERA de Marianao, en Ciudad de la Habana.
Como control positivo fue utilizado el
INTACGLOBIN, el cual demostró en estudios
anteriores (17), la presencia de IgG
antipseudomonas. Se utilizó como control
negativo un total de 30 sueros de niños entre 2-5
años, que respondieron francamente negativo a
diferentes pruebas realizadas en nuestro

laboratorio, como ELISA para la determinación de
IgG e IgM antipseudomonas (18). 

Estos sueros fueron testados para el
reconocimiento del antígeno lipopolisacarídico,
mediante el ensayo de Dott Blot (19). Se
aplicaron 10 µl de la muestra. Las tiras fueron
bloqueadas 1 h a 37 °C con leche descremada,
al 3% en tampón fosfato salino (TSF) (p/v).
Posteriormente, se lavaron tres veces durante 10
min con agua/Tween 20, después se añadió el
antisuero apropiado (donantes voluntarios y de
quemados) diluido 1/200 en TSF-BSA 1%-Tween
20, 0,05%, durante toda la noche a 4 °C. Luego
se lavaron con agua/tween y se incubaron con un
conjugado anti IgG humano-peroxidasa diluido
1/1000 (Amersham). Después se lavaron
nuevamente --como se describió antes-- y se
revelaron las bandas utilizadas con 4-cloro-1-
naftol y peróxido de hidrógeno como sustrato de
la peroxidasa (5 mg de 4-cloro-1naftol, 1 mL de
metanol, 24 mL TSF y 15 µl de H2O2 ) (19).

Los datos resultantes de los experimentos fueron
procesados en el laboratorio sobre una base de
datos de Microsoft Excel/97. Además, se realizó
un Análisis de Varianza (ANOVA) de clasificación
simple y se aplicó el STATISTIC GRAPHICS/98
para el cálculo de los estadígrafos (media,
desviación estándar, y error de la media) y el
análisis de las medias.

Resultados 

Purificación de los LPS de diferentes serotipos P.
aeruginosa

El proceso de extracción y purificación del LPS de
P. aeruginosa llevada a cabo, nos permitió
obtener productos con bajos niveles de
contaminantes, como se muestra en la Tabla 1.
Los LPS de los serotipos O2, O11, O12, O13 y
O16 mostraron rendimientos superiores al
promedio obtenido, mientras que O4, O7, O8 y
O15 estuvieron por debajo, mostrando la
existencia de diferencias significativas (p< 0,05,
nivel de confianza 95%) en cuanto al rendimiento
de LPS obtenidos a partir de los diferentes
serotipos utilizados. 
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Tabla 1: Rendimiento de LPS purificado y niveles de contaminantes. 

LPS de los diferentes
serotipos

mg de LPS / g de biomasa
bacteriana húmeda

Conc. Proteína 
(% p/p)

Conc.  A. Nucleicos (%
p/p)

O2 4,58 < 1 < 1
O4 3,00 < 1 < 1
O6 4,30 < 1 < 1
O7 1,77 < 1 < 1
O8 2,98 < 1 < 1
O10 3,08 < 1 < 1
O11 5,12 < 1 < 1
O12 6,23 < 1 < 1
O13 4,73 < 1 < 1
O15 3,15 < 1 < 1
O16 4,71 < 1 < 1

Promedio 3,96 < 1 < 1

Identidad: Mediante el test de identidad
comprobamos la formación de aglutinaciones
cuando se enfrentaron el antígeno y el anticuerpo
monoclonal específico para cada serotipo,
corroborando que el LPS purificado pertenecía a
dicho serotipo. (Datos no mostrados).

SDS-PAGE. Tinción con Plata: En la tinción con
plata (Figura 1), se observa el perfil migratorio
correspondiente a las bandas características de
los LPS purificados, no evidenciándose la
presencia de bandas de proteínas contaminantes.

Como característica fundamental en todas las
muestras se observa una banda de bajo peso
molecular (12-17 kDa) correspondiente al núcleo
y parte del Lípido A. Las bandas de mediano y
mayor peso molecular (30-76 kDa) pertenecen a
la región O-polisacarídica que, por su
heterogeneidad molecular, se distribuye, a lo
largo de toda la corrida. Estos resultados
concuerdan con lo descrito por diversos autores
(20,21,22,23,24)  para este tipo de producto.

1   2  3   4  5  6  7   8   9                      10 11 12 13 14  15 16 17

Figura 1: Electroforesis en Gel de Poliacrilamida en condiciones de reducción.

Línea 1: LPS Serotipo O7                                   Línea 8: LPS Serotipo O4
Línea 2: LPS Serotipo O6                                   Línea 9: Patrón de Peso Molecular
Línea 3: LPS Serotipo O12                                 Líneas 10-13: LPS Serotipo O11
Línea 4: LPS Serotipo O8                                   Línea 14: LPS Serotipo O10
Línea 5: LPS Serotipo O15                                 Línea 15: LPS Serotipo O16
Línea 6: LPS Serotipo O13                                 Línea 16: LPS Serotipo O11
Línea 7: LPS Serotipo O2                                   Línea 17: Patrón de Peso Molecular
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Reconocimiento al LPS purificado de los
diferentes serotipos de P. aeruginosa por sueros
de una determinada población

Específicamente, nuestro estudio estuvo
centrado, en el reconocimiento del antígeno
lipopolisacarídico de diferentes serotipos de P.
aeruginosa, en los sueros de los pacientes

quemados y en los de donantes voluntarios.
A través del Dot-blot se comprobó la presencia
anticuerpos anti-lipopolisacarídicos en dichos
sueros. Según nuestros resultados, los serotipos
de mayor reconocimiento fueron O11, O15, O13,
O16, O8, como se evidencia en el Dot-blot
(Figura 2).

Figura 2: Dot-Blot para determinar anticuerpos anti-LPS de Pseudomonas aeruginosa

A: LPS, Serotipos: O11, O8, O12, O13, O15, O16
B: Control negativo
C: LPS, Serotipos:O13, O7, O11, O10, O16
D: LPS, Serotipos: O2, O8, O10, O6, O11
E: LPS, Serotipos: O2, O4, O6, O13, O7 

F: LPS, Serotipos O4, O16, O10, O11, O13, O15 
A-C: sueros de donantes
D-E: sueros de quemados
F: INTACGLOBIN        

Figura 3: Frecuencia de la incidencia de diferentes serotipos de
P. aeruginosa por los sueros de pacientes y donantes. 

Las Figura 3 muestra la
frecuencia del reconocimiento
de lipopolisacáridos de
Pseudomonas aeruginosa. Un
total de 91 sueros, de todos los
testados, reconocieron al LPS
del serotipo O11, con una
frecuencia de reconocimiento de
88,46%, a continuación se
encuentran el O16, O15, O13 y
el O8, con una frecuencia de
reconocimiento por los sueros
de 63,46%, 59,61% y 58,65%
respectivamente, siendo los
serotipos O2, O7 y O10 los
menos reconocidos. El serotipo
O13 mostró una frecuencia
idéntica al O8. 
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Discusión

Los resultados obtenidos fueron muy similares a
los obtenidos por Hatano y  Masoud (25) en
1994, los que registraron valores que oscilan en
rango de 1-3 mg/g de biomasa bacteriana
húmeda en las cepas analizadas, aplicando el
mismo método de extracción que se utilizó en
nuestro trabajo. El serotipo O7 fue el que rindió
menos. Esto se debe fundamentalmente a que la
purificación de LPS, empleando el método de
fenol acuoso de Westphal y Jann (12), permite a
los LPS con cadenas O-laterales largas ser
extraídos con elevados rendimientos debido a sus
marcadas características hidrofílicas. Ha sido
reportado por Pitt (15) que el serotipo 07 no
manifiesta estas cadenas O-laterales largas y es
definido como semirrugoso  y con características
semihidrofílicas. Esta puede ser la causa del bajo
recobrado obtenido utilizando esta metodología.
Nuestros resultados son similares a los obtenidos
por Schiller et al (26), quienes reportan la
ausencia de unidades repetitivas de alto peso
molecular, en las cadenas laterales, cuando los
extractos acuosos obtenidos del serotipo O7
fueron evaluados por SDS-PAGE.  Esto concuerda
con lo reportado internacionalmente para el
serotipo O11 (27) y con los estudios realizados
por Esnard et al (28,29), quienes reflejan el
predominio de este serotipo en aislamientos de
infecciones hospitalarias. Trabajos desarrollados
colateralmente, en la provincia de Santiago de
Cuba, reportan los mismos resultados para este
serotipo  y el O8,  al caracterizar tanto cepas
clínicas como de ambiente hospitalario (30). Sin
embargo, en nuestro trabajo los serotipos O13 y
O16 mostraron un reconocimiento significativo,
no reportado hasta este momento en ningún
estudio relacionado con esta temática,
específicamente para sueros de donantes. Estos
resultados fueron corroborados por estudios de
serotipificación de cepas circulantes en Ciudad de
la Habana, donde se evidenció la presencia del
serotipo O13 en sueros de quemados (31). El
hecho de que los serotipos O16 y O15 y O8
fueran reconocidos por un número relativamente
alto de sueros diferentes se debe a dos razones
fundamentalmente: 1: estos serotipos están

circulando en la población estudiada; 2: su
reconocimiento se debe a reacciones cruzadas
entre estos serotipos y el O11. Esta última
afirmación concuerda con trabajos realizados por
Yokota et al (24), quienes demostraron la
existencia de reacciones cruzadas entre los
diferentes serotipos de P. aeruginosa, por el
reconocimiento de epítopes comunes en la región
O-polisacarídica del LPS. Similares resultados
fueron encontrados por Cobas et al (30)  para los
serotipos O11, O15 y el O4, en trabajos
desarrollados en la provincia de Santiago de
Cuba. Los resultados obtenidos para los serotipos
O16, O15 y O8, no pueden ser correlacionados
con los estudios de serotipificación de las cepas
ya que este fue realizado solo en casos de
pacientes quemados y no en sueros de donantes
voluntarios (31). Por lo tanto, es muy importante
ampliar los estudios de serotipificación de las
cepas de P. aeruginosa a los sueros de donantes
y comprobar si su presencia se debe a la
existencia de reacciones cruzadas o a la
circulación propia de los mismos. Es significativo
señalar que un aspecto importante que limitó el
estudio de nuevos aislamientos y de los
existentes, en el caso de los quemados,  fue el
estado de sepsis generalizado que afectó a estos
pacientes, así como la severidad de las lesiones y
el shock fisiopatológico propios del trauma que
en la mayoría de los casos ocasionó la muerte de
los pacientes y por lo tanto no se pudo estudiar la
infección desde sus inicios hasta su desaparición.
Autores como Pitt (6, 15, 32) hablan a favor de
la localización de tipos somáticos individuales de
acuerdo al país en que se realice la investigación
y la procedencia de los aislamientos (33). En el
caso del INTACGLOBIN se evidenció la presencia
de anticuerpos anti-LPS contra los serotipos O11,
O8, O4 y O6, y sólo del O11 en el GAMMAR IV..
En el caso del INTACGLOBIN el estudio del
espectro de anticuerpos presente en el producto
ha demostrado la presencia de IgG anti-
pseudomonas con títulos por aglutinación que
fluctúan entre 1:32 y 1:28 (31), lo cual confirma
los resultados obtenidos por la Dra. Esnard (29)
en el Instituto de Higiene y Epidemiología en
Ciudad de la Habana, quienes demostraron la
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presencia de anticuerpos antipseudomonas en
donantes de sangre, donde un 20% de los
mismos tenían títulos 1:40, lo que puede
considerarse significativo. La presencia de
anticuerpos antipseudomonas en los sueros de
donantes de sangre reflejan contactos con este
microorganismo, ya que son poblaciones
normales que no han sido inmunizadas ni han
tenido el riesgo de un contacto nocosomial. Por lo
tanto, el estudio que dirija su atención a la
producción de inmunoglobulinas específicas al
serotipo que más circule en el ambiente, daría
resultados muy alentadores en la inmunoterapia
contra las infecciones por P. aeruginosa.  
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Recognises of antigen lipopolysaccharide from Pseudomonas aeruginosa by human
sera

Abstract

This work presents the recognition of different serotypes of Pseudomonas aeruginosa lipopolysaccharide
by human sera. The lipopolysaccharides were purified by the methods of Wespthal and Jann. On the
other hand, a total of 104 serums, of infected patients and voluntary donors, coming from different
hospitals and from the Blood Bank of the Marianao municipality were used for the recognition of the
antigenic lipopolysaccharides, using of dot blot. Our results showed that the serotypes most frequently
recognized by the tested serums, were O11, O13, O16 and  O15, with significant differences among
them. (p <0,05) 

Keywords: Pseudomonas aeruginosa, lipopolysaccharide, serotypes. 
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