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Baja prevalencia de anticuerpos de
isotipo IgG e IgA contra un
polisacdrido capsular de Klebsiella
pneumoniae K 8 en 50 trinomios de
suero materno, cordén umbilical y
calosiro humano
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RESUMEN

Las infecciones en los recién nacidos por Klebsiella pneumoniae son frecuentes en el medio
hospitalario, sin embargo, no se conocen los mecanismos inmunitarios humorales especificos
que proporciona la madre a su producto en forma de transferencia placentaria de anticuerpos
o0 ingestion de calostro humano; en este trabajo se obtuvieron 50 trinomios de suero materno,
suero de corddén umbilical y el calostro respectivo para cuantificar anticuerpos contra un
polisacarido de Klebsiella pneumoniae porinmunoensayo enzimatico ELISA y hemaglutinacion.
Los resultados demostraron la presencia de anticuerpos bacterianos en 26% de los sueros
estudiados y de sélo 10 y 24% en las muestras de cordén umbilical y calostro, respectivamente.
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ABSTRACT

At hospitalary means infections by Klebsiella peneumoniae in newborn are frequent.
Nevertheless, the specific humoral immunitary mechanism apportionated by the mother to her
product as placentary transference of antibodies of human calostrum ingestion are not known.
In this work 50 samples of maternal sera, umbilical blood and the respective colostra to quantify
antibodies against the Klebsiella pneumoniae by enzyme linked immunosorbent assay (ELISA)
and hemaglutination were obtained.

The results demonstrated the presence of bacterial antibodies in the 26% of the tested serums,
and only 10% and 24% respectively, in umbilical blood and calostrum.
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INTRODUCCION

Las infecciones bacterianas en los recién nacidos son
una de las causas mas frecuentes de morbilidad y mor-
talidad en México. Dichas infecciones son de mayor im-
portancia cuando se adquieren intrahospitalariamente.!?
En las infecciones nosocomiales Klebsiella pneumoniae
es un microorganismo oportunista de gran importancia,
las dos terceras partes de las infecciones nosocomiales
son provocadas por estas bacterias en las infecciones
de vias urinarias, es un invasor secundario en las enfer-
medades cronicas respiratorias provoca 3 % de las neu-
monias, € infecciones gastrointestinales. Ademas se le
ha sefialado como patdgeno primario al demostrarse que
tiene enzimas tdxicas y otros factores que lo hacen com-
portarse como tal.

La tribu Klebsielleae comprende cuatro géneros
bacterianos que se clasifican con base en la homologia
del ADN, propiedades bioquimicas, reacciones
seroldgicas, susceptibilidad a bacteriéfagos y patrones de
susceptibilidad a antibiéticos. El nimero de especies re-
conocidos para el género Klebsiellason siete, segun Ewing
(1986); K. pneumoniae, K. ozaenae, K. oxytoca, K.
rhinoschleromatis, K. planticola, K. terrigena, K. trevisanae.

Algunos autores sélo reconocen tres especies: K.
pneumoniae, K. ozaenae y K. rhinoscleromatis, (K.
oxytocala consideran un biotipo de K. pneumoniag). Otros
consideran a las tres primeras citadas como subespecies
de K. pneumoniae; debido a que los estudios sobre ADN
indican una relacién de 85 a 100 por ciento. Las cuatro
especies son importantes desde el punto de vista médi-
co. Actualmente se conocen también a las siguientes
especies: K. planticola, K. terrigenay K. trevisanae, sin
embargo, ninguna es patégena para el hombre.

MATERIAL Y METODO

Muestras de suero materno, cordén umbilical y
calostro. Se obtuvieron 50 muestras de sangre periférica
de mujeres primiparas y multiparas con edades com-
prendidas entre 16 40 anos de edad sometidas a ope-
racion cesarea en el Servicio de Obstetricia del hospi-
tal, asi como las muestras sanguineas de corddn
umbilical y los calostros respectivos fueron obtenidos
en los primeros cuatro dias del posparto. Las muestras
de sangre venosa fueron obtenidas por puncién venosa
e incubadas a 37°C por 30 minutos y posteriormente
centrifugadas a 480 x g durante 15 min, todos los sue-
ros obtenidos se guardaron a -20°C. Las muestras de

calostro humano fueron obtenidas por expresién ma-
nual y centrifugadas 2000 x g durante 15 min, la capa
lipidica y el paquete celular se elimin6 y se almacené el
sobrenadante a -20°C. Se utilizé una cepa de Klebsiella
pneumoniae serotipo K-8 aislada de un caso de sepsis
neonatal. Klebsiella pneumoniae K-8 se cultiv en Agar
Worfel-Ferguson a 37°C durante 24 horas, posterior-
mente se recuperd con 10 mL de agua formalinizada al
0.5% y 10 mL de acetona al 50%. Las bacterias fueron
centrifugadas a 5900 x g durante 30 min, eliminando el
sobrenadante y el paquete celular obtenido se lavo tres
veces con 10 mL de acetona al 50%. El polisacarido
obtenido se utilizé para recubrir eritrocitos de grupo O
Rh +, los eritrocitos se lavaron tres veces con solucion
salina fosfato (PBS) pH 7.2 y centrifugados a 480 x g
durante 15 minutos, 100 pL del paquete globular se in-
cubd con 400 uL de polisacarido 1 mg/mL en solucién
salina a 37°C durante 1 hora con agitacion suave y cons-
tante; se suspendieron en PBS y se lavaron tres veces
y el paquete obtenido se resuspendié en 5 mL de PBS
para obtener eritrocitos sensibilizados al 2%.
Cuantificacién de anticuerpos en trinomios de suero
materno, suero de cordén umbilical y calostro humano,
fueron evaluados por la técnica de hemaglutinacién pa-
siva en microplaca.

La estandarizacion de un método inmunoenzimatico
de tipo indirecto (ELISA) para la cuantificaciéon de anti-
cuerpos contra Klebsiella pneumoniae: recubrimiento
de microplacas de poliestireno (FALCON, USA) con
polisacéarido capsular en amortiguador de carbonatos
pH 9.6 se incubaron toda la noche 4°C. Posteriormente
se lavaron tres veces con solucidn salina- fosfato Tween
20 pH 7.2 e incubaron con solucion de albumina sérica
bovina al 2% durante dos horas se decantaron y para
incubar 100 uL de suero problema o 100 uL, de calos-
tro durante una hora, se lava tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos y se adicionan 100 pL de
conjugado anti IlgG humano unido a peroxidasa o 100
pL de conjugado anti IgA humano unidos a peroxidasa
respectivamente durante dos horas, lavar tres veces con
PBS-Tween y se adicionaron 100 pL del sustrato orto-
fenilediamina y H,O, durante 30 minutos a temperatura
ambiente y se interrumpe la reaccion con H,S0,2.5Ny
las lecturas se obtuvieron con lector ELISA a 490 nm.

RESULTADOS

Los titulos de anticuerpos hemoaglutinantes contra
Klebsiella pneumoniae en trinomios constituidos por suero
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materno, suero de cordén umbilical y calostro humano.
Los titulos de anticuerpos para las muestras de suero,
suero de cordén umbilical, y calostro humano por
hemaglutinacién pasiva y se muestran en el cuadro 1.
Estandarizacion del método inmunoenzimatico para
la cuantificacidon de anticuerpos contra Klebsiella
pneumoniae. La concentracion éptima para recubrimien-
to de microplacas con polisacarido de Klebsiella
pneumoniae fue de 50 ug/mL. En el cuadro 2 se mues-
tran las absorbancias obtenidas para los 50 trinomios
de sangre periférica, suero de cordén umbilical y calostro
referidas a un suero control positivo que contiene
anticuerpos de isotipo IgG e IgA de un paciente hospi-
talizado con hemocultivo positivo para Klebsiella
pneumoniaey con una absorbancia de 0.557 y se tomé
este valor como 100% como en trabajos previos.®*

DISCUSION

Los recién nacidos presentan una mayor susceptibi-
lidad a las infecciones al no contar con memoria inmu-
nolégica; Klebsiella pneumoniae es un microorganis-
mo que presenta una capsula, lo que interfiere con el
proceso de fagocitosis, con base en a lo anterior, es
importante la inmunidad pasiva materna por via placen-
taria (inmunoglobulinas IgG) o por la ingestion de ca-
lostro® y leche humana por anticuerpos de clase IgA; en
estudios previos hemos demostrado la presencia de an-
ticuerpos de clase IgG en cordén umbilical e IgA en
calostro humano contra parasitos intestinales,” y Sal-
monella typhi? sin embargo, no se ha investigado la
presencia de anticuerpos de memoria inmunoldgica
contra Klebsiella pneumoniae al no existir métodos co-
merciales para su cuantificacion. Con el inmunoensayo
enzimatico desarrollado fue posible determinar los an-
ticuerpos séricos y de cordén umbilical de isotipo 1gG
asi como de calostro de isotipo IgA; para indicar las
muestras positivas, se compararon los porcentajes de
absorbancia de las muestras biol6gicas incluidas en este
estudio con respecto al control positivo, como se ob-
serva en el cuadro 2y 10% de las muestras de suero
de corddn umbilical, 26 y 24% de suero materno y ca-
lostro humano respectivamente presentaron cantidades
significativas de anticuerpos contra Klebsiella pneumo-
niae; esto significa un porcentaje bajo de transferencia
de anticuerpos por via placentaria y ligeramente mayor
por leche materna, ello sugiere que aun los neonatos
alimentados con leche materna presentan una suscep-
tibilidad a infeccion por Klebsiella pneumoniae, sin em-
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bargo, sera importante identificar la reactividad de los
anticuerpos contra Klebsiella pneumoniae presentes en
corddn umbilical y calostro humano por inmunoelectro-
transferencia. Este trabajo es el primer informe sobre
los mecanismos inmunitarios especificos contra Kleb-
siella pneumoniaey es importante investigar los meca-
nismos de resistencia no especificos presentes en ca-
lostro humano contra esta bacteria.®
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Cuadro 1. Titulo de anticuerpos hemoaglutinantes contra Klebsiella pneumoniae en 50 trinomios de sangre
periférica materna, suero de cordén umbilical y calostro.

NUm. Muestra Suero materno Suero cord6én umbilical Calostro
1 1:64 Negativo Negativo
2 1:64 Negativo Negativo
3 Negativo Negativo Negativo
4 1:2 Negativo Negativo
5 Negativo Negativo Negativo
6 1:2 Negativo Negativo
7 Negativo Negativo Negativo
8 1:2 Negativo Negativo
9 Negativo Negativo Negativo
10 1:4 Negativo Negativo
11 Negativo Negativo Negativo
12 Negativo Negativo Negativo
13 Negativo Negativo Negativo
14 Negativo Negativo Negativo
15 Negativo Negativo Negativo
16 Negativo Negativo Negativo
17 Negativo Negativo Negativo
18 Negativo Negativo 1:2

19 Negativo Negativo 1:8

20 1:32 1:4 Negativo
21 1:64 Negativo Negativo
22 1:128 Negativo Negativo
23 Negativo Negativo 1:2

24 1:64 Negativo Negativo
25 1:128 Negativo Negativo
26 Negativo Negativo Negativo
27 1:32 Negativo Negativo
28 1:16 Negativo Negativo
29 1:32 Negativo Negativo
30 Negativo Negativo Negativo
31 1:4 1:4 Negativo
32 Negativo Negativo Negativo
33 1:2 Negativo Negativo
34 1:128 Negativo Negativo
35 1:2 Negativo Negativo
36 Negativo Negativo Negativo
37 Negativo Negativo Negativo
38 Negativo Negativo Negativo
39 Negativo Negativo Negativo
40 Negativo Negativo Negativo
41 1:16 Negativo Negativo
42 Negativo Negativo Negativo
43 1:32 1:4 Negativo
44 1:16 Negativo Negativo
45 Negativo Negativo Negativo
46 Negativo Negativo 1:2

47 1: 128 Negativo Negativo
48 Negativo Negativo Negativo
49 Negativo Negativo 1:2

50 Negativo Negativo Negativo
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Cuadro 2. Porcentajes de absorbancias (ABS)obtenidas por ELISA de los trinomios de suero materno (SM),
suero de corddn umbilical (SCU) y calostro.

NUm. muestra % ABS SM % ABS SCU % ABS calostro
1 65.5 12.5 23.3
2 56.3 17.9 14.3
3 18.3 8.2 71
4 35.9 22.6 17.9
5 23.1 13.8 19.5
6 45.0 7.7 21.1
7 48.1 17.9 17.0
8 50.2 16.1 12.5
9 86.5 18.1 5.9

10 66.6 17.0 11.8
11 62.1 14.5 18.8
12 74.5 12.9 17.9
13 23.8 12.5 19.5
14 61.2 10.7 25.6
15 34.2 15.0 18.6
16 45.4 12.9 9.8
17 49.5 21.9 10.7
18 25.8 9.5 14.3
19 35.0 24.7 30.7
20 73.4 16.3 17.4
21 69.1 16.1 17.9
22 89.5 9.5 12.5
23 44.5 26.9 20.6
24 82.7 12.7 34.8
25 23.3 29.4 18.8
26 28.1 9.8 12.0
27 29.9 14.7 5.0
28 22.6 37.3 9.1
29 96.7 16.0 29.0
30 55.6 10.9 23.8
31 57.0 9.8 8.9
32 91.3 19.3 35.9
33 51.5 6.4 24.0
34 75.4 6.2 27.8
35 26.2 18.8 7.3
36 35.9 37.3 10.0
37 71.9 8.9 23.5
38 72.9 21.0 12.8
39 61.5 5.3 6.6
40 53.8 7.7 15.8
41 14.7 11.6 14.0
42 26.3 11.8 6.8
43 119.9 10.7 21.5
44 39.6 15.9 71
45 97.8 16.5 19.2
46 10.7 17.9 3.5
47 41.2 16.5 19.2
48 13.4 5.7 17.9
49 28.7 11.1 12.5
50 18.8 17.9 12.3
Control positivo Absorbancia 0.55 100%
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