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Pseudomonas aeruginosa constituye uno de los agentes patdogenos oportunistas de mayor frecuencia de aislamiento en los
diversos procesos infecciosos, por lo que es reconocido como un gran problema de salud a nivel mundial. Al no existir un
farmaco de alta efectividad ni vacunas disponibles contra esta bacteria, se emplea una terapia con inmunoglobulinas
polivalentes comerciales que de forma combinada con los antibidticos contribuyen a eliminar la infeccion, aunque los
preparados disponibles en el mercado no contienen concentraciones suficientemente elevadas de anticuerpos especificos contra
este microorganismo. En este trabajo se llevd a cabo la evaluacion en un modelo animal de una inmunoglobulina anti-
Pseudomonas aeruginosa para uso terapéutico mediante un ensayo de reto con una cepa virulenta. Se evalué dosis y via de
administracion de la misma, asi como el valor profilactico o terapéutico de los anticuerpos. Esta gammaglobulina resulto ser
protectora en animales mostrando una sobreviviencia cercana a un 75% en comparacion con el grupo control no protegido y
ademads se logra eliminar el estado de portador en los individuos infectados.
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Introduccion

Pseudomonas aeruginosa es un microorganismo gramnegativo
que constituye uno de los agentes patdgenos oportunistas de
mayor frecuencia de aislamiento en los diversos procesos
infecciosos, por lo que es reconocido como un gran problema de
salud a nivel mundial (1, 2). Es considerada una de las de mas
amplia distribucion en la naturaleza junto a Escherichia coli,
Staphylococus aureus y Klebsiella pneumoniae (3,4). La
infeccion por P. aeruginosa requiere en la mayoria de los casos
de una disminucién de la inmunidad del hospedero, y de ahi que
la respuesta ante la infeccion bacteriana sea muy débil (5).

P. aeruginosa es un patégeno oportunista que causa infecciones
del tracto urinario, infecciones en el sistema respiratorio,
dermatitis, bacteremia y una variedad de infecciones sistémicas,
particularmente en pacientes con quemaduras severas, con cancer
y pacientes con SIDA que se encuentran inmunocomprometidos.
Existe un grupo poblacional especialmente vulnerable a las
infecciones por P. aeruginosa constituido por los enfermos de
fibrosis quistica en la que esta bacteria es la responsable de la
muerte prematura de estos pacientes (6,7).

En nuestro pais esta bacteria se ha mantenido entre los tres
primeros lugares como causa de sepsis en los diferentes servicios
hospitalarios de alto riesgo, teniendo una elevada significacion en
la tasa de letalidad.

El empefio por lograr terapias alternativas para combatir las
infecciones producidas por P. aeruginosa ha ocupado a
investigadores de todo el mundo desde la segunda mitad del siglo
pasado y se ha visto incentivado ante el creciente desarrollo de
resistencia de este microorganismo frente a antibidticos de nueva
generacion. Actualmente, no existe una terapia completamente
efectiva con gammas hiperinmunes comerciales que de forma
combinada con los antibidticos contribuyen a eliminar la

infeccion (8).

Con este proposito se han preparado y evaluado en modelos
animales varias vacunas experimentales para la prevencion de
este microorganismo (9, 10, 11).
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P. aeruginosa es una bacteria resistente a una gran variedad de
agentes fisicos y quimicos, lo cual influye en la alta frecuencia de
aislamiento observada y en que sea considerado un patdgeno
nosocomial primario.

Al no existir un farmaco de alta efectividad, ni vacunas
disponibles contra este patdgeno, se mantiene una terapia con
inmunoglobulinas polivalentes comerciales que de forma
combinada con los antibidticos contribuyen a eliminar la
infeccion, aunque los preparados disponibles en el mercado no
contienen concentraciones  suficientemente elevadas de
anticuerpos especificos contra un microorganismo determinado
(12).

En Cuba no existe ningtin preparado de inmunoglobulina que sea
especifico contra P. aeruginosa pero se ha usado el Intacglobin
obteniéndose buenos resultados en un alto porcentaje de los casos
tratados (8). Por lo que seria de gran utilidad contar en nuestro
pais con un preparado hiperinmune especifico para el control de
las infecciones nosocomiales en los servicios de Caumatologia,
Politraumatizados y Unidades de Cuidados Intensivos.

Materiales y Métodos
Obtencion de 1a gammaglobulina

Las donaciones de plasma y suero de donantes sanos fueron
suministradas por el laboratorio de Control de la Calidad del
Banco de Sangre de Marianao, luego de su liberacion. Por ser
Pseudomonas aeruginosa un microorganismo ubicuo que se
encuentra ampliamente diseminado en la naturaleza, la mayoria
de la poblacion sana presenta titulos de anticuerpos contra esta
bacteria por haber estado en contacto con la misma sin que hayan
padecido la infeccion debido a que este microorganismo es un
patdégeno oportunista que solo causa enfermedad en aquellos
individuos con inmunidad deficiente.

Se desarroll6 para cada lote un procedimiento de fraccionamiento
alcoholico modificado por Cadiz en 1998 (8) y se determind la
concentracion de proteinas por la técnica de Lowry (13).
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Determinacion de la concentracion de IgG

A los lotes obtenidos se les determiné el titulo de anticuerpos
IgG mediante un ELISA indirecto cualitativo (14) anti LPS de
serotipo O11 por constituir este serotipo el de mayor frecuencia
de aislamiento entre la poblacion cubana (15).

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pozos (MaxiSorp,
NUnc, Dinamarca) con 100 pL. de LPS O11 a una concentracion
de 2 ug/mL con incubacion toda la noche a 4 °C. Se afiadi6
100 puL de las muestras a evaluar, empleandose como control
positivo un suero de paciente convaleciente de una quemadura
con aislamiento del serotipo O11 y como control negativo un
suero absorbido de anticuerpos anti LPS.

Las muestras cuya DO sea superior al valor de corte establecido
para el ensayo (0,29) se consideraran positivas (14).

Ensayo de proteccion en modelos animales

De los lotes obtenidos se escogid el IV por ser el de mayor titulo
para evaluar la proteccion generada por la administracion pasiva
de estos anticuerpos en animales.

Se realizé un ensayo preliminar en ratones Balb/c adultos para
determinar via y dosis de administracion de la inmunoglobulina,
asi como el valor profilactico o terapéutico de la misma.

Los animales, suministrados por el Centro Nacional de
Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB), con sus
correspondientes certificados de salud, fueron mantenidos antes y
durante los ensayos, siguiendo las instrucciones que aparecen en
la Guia para el cuidado y uso de animales de experimentacion
(16). El protocolo de experimento y las condiciones de los
animales fueron sometidos a la Comisién de Etica de la
Direccion de Modelos Animales del Instituto Finlay. Los
animales se agruparon en cajas T3 en niimero de 10. Los grupos
I y II recibieron 10 mg de IgG por via intraperitoneal e
intravenosa respectivamente, seguido 2 h después de un reto con
25DL50% de la cepa clinica SFQ aislada de un paciente
fibroquistico, perteneciente al serotipo O9. Los grupos Il y IV se
usaron para evaluar el efecto terapéutico de la gamma, aplicando
primero el reto y luego la IgG, en el primer caso se aplicaron dos
dosis, 30 min y dos h después de la infeccion experimental y en
el segundo caso una dosis tGnica 2 h posteriores al reto. El grupo
V funcioné como control y solo recibio la cepa de reto. El reto en
todos los casos se administrd por via intraperitoneal mezclado
con 0,4 mL de mucina gastrica de cerda al 8% como factor
estimulante de la virulencia.

Se realizd6 un segundo ensayo donde la via de inoculacion
empleada fue la endovenosa y la dosis de reto fue de 400
DL50%. Los animales se agruparon en niimero de 30. En este
ensayo se utilizé el Intacglobin como punto de referencia y un
grupo control no inmunizado.

También se llevo a cabo otro experimento para determinar si la
IgG anti-Pseudomonas era capaz de eliminar el estado de
portador en los animales infectados mediante el aislamiento de
bacterias en hemocultivo. Para esto los animales se infectaron
con una dosis subletal de la cepa virulenta SFQ y se extrajo
sangre del plexo retrorbital a partir de las 4 h y hasta las 72 h de
aplicado el reto.

Los tubos de hemocultivo se incubaron de 24-48 h a 37 °C y
luego se sembrd 100 pL en placas de agar Cetrimide que es un
medio de diferenciacion de P. aeruginosa por la produccion de
pigmentos. Se asignaron valores arbitrarios de 0 para la
negatividad y 1 para la positividad.

Resultados y Discusion
Obtencion de 1a gammaglobulina

En la Tabla 1 se muestran los resultados del fraccionamiento
alcohdlico de cada lote obtenido.

Tabla 1. Resultados del fraccionamiento alcoholico

Lote  Volumen inicial Volumen Concentracion de
(mL) final (mL) proteinas (mg/L)

I 485 65 9,7

I 930 79 33,45

I 760 58 27,75

v 1250 85 32,1

A% 76 35 11,2

VI 75 25 12,8

VII 90 25 19,65

VIII 42 21 19,5

Abs 492 nm

LotI  LotIT LotIII LotIV LotV  LotVI

OHI IHHHI

Figura 1. Titulos de anticuerpos IgG anti LPS O11 de P. aeruginosa determinado

por ELISA.
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Los lotes I-IV fueron obtenidos a partir de plasma sanguineo y
los lotes V-VIII a partir de suero completo. De los 8 lotes
obtenidos, el I, III, IV, VIII presentaron los valores mas altos de
concentracion de proteinas totales como se puede apreciar en
Tabla 1.

Los titulos de anticuerpos especificos anti-LPS de P. aeruginosa
se muestran en la Figura 1.

En el caso de los lotes II y VIII existe una
correspondencia entre los valores de proteinas
totales y el titulo de IgG., estos junto con el lote IV
mostraron los titulos mas altos de anticuerpos, lo
que sirvio de criterio de seleccion para su
evaluacion en modelos animales. De estos se
escogio el lote IV para los primeros estudios por
contar con mayor volumen que nos permitiera
reproducir los experimentos.

Ensayo de proteccion en modelos animales

En las Figura 2 se muestran los resultados del
ensayo preliminar realizado para establecer los
parametros definitivos del experimento, tales como
discernir cual era la via de administracion mas
ventajosa y cuantas dosis eran necesarias para lograr
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proteccion y en la Figura 3 se plasman los niveles de proteccion mostrados
por los anticuerpos IgG anti-LPS de Pseudomonas, administrados de manera
pasiva por via endovenosa a los ratones. La via de administracion de la IgG no
mostré diferencias significativas, ambas confirieron un elevado nivel de
proteccion frente al reto. Lo mismo ocurrié cuando se aplicoé una o dos dosis
de inmunoglobulina, los niveles de protecciéon fueron elevados comparados

IgG anti Pseudomonas y el Intacglobin se aprecia
que no existen diferencias en cuanto al grado de
proteccion conferidos por ellos. El Intacglobin es un
preparado de inmunoglobulinas inespecifico, con el
que se han obtenido resultados positivos en las
unidades de cuidados intensivos fundamentalmente

con el control no protegido donde murieron mas de la mitad de los animales.
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Figura 2. Sobrevivencia de los animales infectados antes o
después de la aplicacion de la IgG anti Pseudomonas.
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Figura 3. Sobrevivencia de los animales infectados luego de la
aplicacion endovenosa de la IgG.
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Figura 4. Dindmica de la infeccién en sangre de ratones
protegidos e infectados con P. aeruginosa.

Las de
generalmente se realizan a partir de plasmas con alto titulo de

preparaciones inmunoglobulinas  intravenosa
anticuerpos, los cuales se obtienen por inmunizacién activa de

individuos sanos con antigenos relevantes de la bacteria o por la

1. IgG IP-Reto 2 h
II. IgG IV-Reto 2 h
II1.Reto-IgG 30 min

40 IV. Reto-IgG 2h

V.Cepa reto-dextro-

2.10 mg IgG-Reto 2 h
3.Reto-10mg IgG 2 h

4. Control no protegido
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en pacientes con sepsis grave por P. aeruginosa
17).

Como es de notar la dosis de reto en el segundo
ensayo fue 16 veces superior a la aplicada en el
primer ensayo. La suspension celular de la cepa
5FQ para el reto de los animales se prepara a partir
de un cultivo hasta la fase exponencial del
crecimiento, se centrifuga, se elimina el medio de
cultivo y la biomasa se restituye en una solucion
salina. A esta suspension se le realizan diluciones
seriadas para hacer conteo de viables en placa con
incubacion por 24 h. Al cabo de este tiempo es que
se conoce la cantidad exacta de células que se
inoculd6 en el experimento el dia anterior.
Generalmente, el conteo bajo
condiciones da en un mismo orden logaritmico que
es como ocurre el crecimiento bacteriano, pero el
numero de células totales no es exactamente igual,
de ahi la variacion en el nimero de células que se
administran en el ensayo de reto, aunque esta
diferencia no es en ningin modo significativa.

las mismas

La aplicacion tanto de 5 como de 10 mg de I1gG por
via endovenosa logra impedir la colonizaciéon o
diseminaciéon de la bacteria por el torrente
sanguineo, como se observa en la Figura 4. A las
4 h, después de haber inoculado por via
intraperitoneal cepa virulenta de
Pseudomonas, no se observo bacteremia en un
periodo de tres dias. Sin embargo, cuando se
produce la infeccion y después se aplica la
inmunoglobulina de manera terapéutica, se encontrd
bacterias en sangre desde las 4 hasta las 12 h, pero
se demostrd su total eliminacion a las 24 h de
ocurrida la infeccion, lo que muestra el valor de la
gamma obtenida tanto en el tratamiento profilactico
como para erradicar la infeccidon una vez instaurada.
Para el reto se selecciond una cepa clinica que
mostr6 ser altamente virulenta con valores de DL
50% de 1,5x10 ufc. Esta cepa pertenece a un
serotipo diferente al de la cepa de donde se obtuvo
el LPS que sirvid para seleccionar los plasmas con
altos titulos de anticuerpos. La cepa SFQ pertenece
al serotipo 09, pero al mismo serogrupo que la cepa
Ol1, por lo que comparten determinantes
antigénicos, lo que cual le confiere una alta
reactividad cruzada.

una viva

1,5 mg IgG-Reto 2h

recoleccion de sueros de personas que hayan sido infectadas (12).
Las
anticuerpos

inmunoglobulinas comerciales contienen generalmente
contra un grupo de patdgenos comunmente

observados en una poblacion donante dada, entre ellos
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P. aeruginosa (8). Los resultados obtenidos con el Intacglobin
permitié pensar en la posibilidad de obtener una concentracion
significativamente mayor de anticuerpos contra P. aeruginosa, lo
que permitiria disminuir las cantidades de
administrados.

anticuerpos

La inmunoglobulina obtenida mostré una alta proteccion en
modelos animales tanto cuando se aplica para prevenir la
infecciéon o una vez instaurada. Asi mismo logra eliminar el
estado de portador en individuos infectados, pero seria de gran
utilidad contar en nuestro pais con un preparado hiperinmune
especifico para el control de las infecciones nosocomiales, lo
cual podria lograrse una vez obtenida una vacuna contra P.
aeruginosa con lo cual aumentarian considerablemente los titulos
especificos contra este patdgeno en los individuos vacunados.

Por tultimo, se debe tener en consideracion que cada lote de
Intacglobin esta integrado por mas de 1000 donaciones de
sangre, lo cual es una muestra poblacional grande que da un
titulo medio de la poblacion en el momento en que se realiza el
ensayo y la calidad del lote empleado, por lo que seria interesante
comparar varios lotes de Intacglobin; aunque consideramos por
nuestra experiencia que la mayoria mostrara resultados similares
a los de este ensayo, que con una mejor seleccion de plasma daré
resultados positivos, por lo que en estos momentos nos
encontramos trabajando en colectar y titular un numero superior
de plasmas y usar como recubrimiento células enteras y proteinas
de membrana externa que al ser estructuras expuestas en la
bacteria y muy inmunogénicas nos permitira obtener plasmas con
titulos elevados de anticuerpos especificos.
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effect of an anti Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa constitutes one of the opportunistic pathogenic agents with higher frequency of isolation in the different
infectious processes; so it is recognized as a great health problem worldwide. As neither a high-effective medicine nor available vaccines
exist against this bacterium, a therapy with commercial polyvalent immunoglobulins is used which combined with antibiotics help to
eliminate the infection, although preparations available at the market do not contain concentrations of specific antibodies sufficiently
high against a certain microorganism. In this work, evaluation of an anti Pseudomonas aeruginosa immunoglobulin for therapeutic use
was carried out in an animal model by a challenge assay with a virulent strain. Dose and administration route as well as the prophylactic
or therapeutic value of the antibodies were evaluated. This gammaglobulin turned out to be protective in animals showing a survival of
about 75% compared to the non- protected control group. The carrier state can be also eliminated in infected individuals.

Keywords: Anti-Pseudomonas Immunoglobulin, protection, animal model.
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