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INTRODUCCION:

Haemophilus influenzae es un cocobacilo gram negativo responsa

ble de una gran variedad de cnfermedades infecciosas principalmen-
te en la poblacibén infantil (48). La virulencia ha sido correla--
cionada en primeralinstancia de este microorganismo con la presen-
cia de un polisacéirido capsular del cual existen seis tipos distin
tos antigénicamente y son cominmente designados de la a, a la f -
(1). Infecciones sistémicas como meningitis y bacteriemia, en el-
grupo de edad infantil casi siempre son causadas por cepas capsula

das de Haemophilus influenzae, en su gran mayorfa por el serotipo-

b y van en aumento las causadas por otros serotipos a, ¢, d, e, f,
(2). Las infecciones invasivas también son causadas mis frecuente
mente por cepas que producen polisacfirido capsular serotipo b, sin
embargo infecciones localizadas como sinusitis y otitis mediausual
mente son causadas por cepas no capsuladas (3,4). La susceptibili

dad ‘a las infecciones sistémicas con Haemophilus influenzae seroti

po b, ha sido correlacionado con la ausencia de anticuerpos humora
les dirigidos contra la cipsula del serotipo b (5,6). A pesar de-

. ’ s . .
que Haemophilus influenzae es comunmente asociado con infecciones-

del grupo pedifitrico,también ha sido reportado como causa importan
te de enfermedades en adultos (7,8,9,10). En un estudio de 103 pa
cientes adultos con enfermedad sistémica debida a Haemophilus in--
fluenzae, Wallace y cols. (22) demostraron que 64% de estas infec--
ciones fueron causadas por cepas no capsuladas. Los resultados de
este reporte sugieren que existen otros factores de virulencia,que
pueden ser responsables de la capacidad invasiva. En afios recien-

tes Kilian (18) describibé un esquema bioquimico en el que H. in- -



fluenzae puede ser dividido en seis biotipes. Varies estudios ---
(13,14,15,16) han demostrado que H. influenzae biotipo I y biotipo
II son recuperados principalmente de adultos o pacientes infanti--
les con enfermedad sistémica, en cambio 1os resultantes biotipos -
son asociados comfinmente con infecciones localizadas o como comen-
sales del tracto respiratorio superior. Estos hallazgos sugieren-
otra vez que existen otros factores de virulencia que adicionados-
a la presencia de cépsulas, son asociados con enfermedad invasiva-
debido a ciertos biotipos dc H. influenzae. Sin embargo un nfimero
de investigadores (17,18,19,20,21) han estudiado 1la relacién de --
biotipo a scrotipo; origen de aislamiento o susceptibilidad antimi
crobianaiy a pesar de estas investigaciones no existen reportes --
que evalfien la asociacibn de biotipo con todos‘estcs parfmetros, -
Un anflisis dé ‘este tipo podrfa identificar otros factores que son
asociados con la invasividad de ciertos biotipos de H. influenzae.
Otro aspecto importante para el estudio de H. influenzae es consi-
derar la epidemiologia de este organismo en nuestro pais,

Calderbn y cols en 1980 (48) reportan que la mayor prevalen
cia de bacterias capsuladas observada en nifios menores de tres afios
y adultos sanos corresponde a H. influenzac y después a S. pneumo-
niae. En 1981, Guicafre y cols, (53) reportan que la frecuencia de
resistencia a drogas antimicrobianas de cepas de H. influenzae y -
S. _pneumoniae aisladas de portadores sanos va en aumento. En 1982,
Salas y cols:(da) determinaron la frecuencia de H, influenzae en -
823 nifios sanos y enfermos provenientes de dos guarderias, una ‘del
Hospital Infantil y otra de un Centro de Salud, ambos de la Secre-

taria de Salud, demostrando un alto porcentaje de H. influenzae --



serotipo b tanto en poblacién sana, asi como enferma. Ademis de
que constantemente aparecen otros biotipos y serotipos involucra

dos en este padecimiento.




OBJETIVOS:

a) Determinar comparativamente la frecuencia del aislamiento de-

Haemophilus influenzae en poblacibn infantil de una guarderia

y un Hospital del Sector Salud.

b). Establecer los biotipos y serotipos mis frecuentes de H. in--

fluenzae en poblacibén infantil,

¢} Realizar susceptijbilidad a los antibiéticos usados més fre- -
cuentemente en el tratamiento de H. influenzae y conocer qué-

porcentaje de cepas produce beta lactamasas.

d) Correlacionar cuales factores de virulencia son indicadores -

de la invasividad de H.influenzae, en las condiciones estable

cidas en este estudio.




GENERALIDADES:

a}

b)

c)

d)

e)

£)

Morfologia y bioquimica del Haemophilus influenzae,

Patogenicidad de H. influenzae.

Composicién del material capsular de H. influenzae.

Respuesta inmune a enfermedades por H. influenzae.

Inmunoproteccibn inducida.

Vacunas ribosomales.



GENERALIDADES:

a)

Morfologia y caracteristicas bioguimicas de. Haemophilus in--

fluenzae,
En cuanto a su morfologfa H. influenzae presenta diversas

formas, tanto cocobacilares como filamentosas. Son Gram nega
tivos, no acidéfilos, inméviles y no esporulados. Las cepas-
aisladas de infecciones invasivas son generalmente capsuladas
(27). ... H.influenzae es anaerobio facultativo. Su creci- -
miento "in vitro" requiere de factores de crecimiento acceso-
rios: Factor X (hemina) y factor V (NAD), H. influenzae re--
quiere estos dos factores y algunas otras especies del género
requieren sélo una de ellas, El desarrollo de colonias visi-
bles en gelosa sangre s6lo se produce alrededor de bacterias-

que secretan ¢l factor V, como por ejemplo estafilococos; a -

este fenbmeno se le conoce como satelitismo, Los medios de -

cultivo comiinmente empleados para el aislamiento de este orga
nismo son gelosa chocolate, gelosa de Levinthal, gelosa BHI--
Fildes. Casi todas las cepas crecen mejor en una atmésfera -
hﬁmeda con 5 al 10% de COz adicionado. E1 rango de temperatu

ra 6ptima de crecimiento estd entre 33 a 37°C.
Caracteristicas bioquimicas.

Este organismo tiene la capacidad de utilizar varios hidratos
de carbono como la glucosa, la lactosa y la gelactosa. Las -
cepas de algunas especies producen gas en medios de fermenta-

cibn, Todas las cepas reducen nitratos. La mayoria de las -



b)

cepas de H. influenzae son oxidasa y catalasa positivas. H.-
influenzae y H, parainfluenzae pueden subdividirse en numero-
sos biotipos sobre la base de tres reacciones bioquimicas: --
Produccién de indol, actividad de ureasa y actividad de orni-
tina descarboxilasa. En particular los biotipos de H.influen-
zae han demostrado relacibn con la fuente de aislamiento (22),
Se necesitan mis estudios para establecer con mayor precisibn
la relacibn entre estos biotipos y sus capacidades de virulen
cia. Actualmente Kilian (19) describié un esquema bioquimico
de H. influenzae que puede ser dividido de seis biotipos. - -
Otros estudios (30,31) han demostrado que H. influenzae bioti
po I o biotipo II fueron recuperados principalmente de adul--
tos o pacientes infantiles con enfermedad sistémica, y los --
restantes biotipos fueron asociados mis cominmente con otras-

infecciones localizadas o como comensales en el tracto respi-

ratorio superior.

Patogenicidad de Haemophilus influenzae.

La meningitis bacteriana debida a H. influenzae es uné de las
enfermedades que son de un alto riesgo para la poblacibn pe--
diétrica y se requierc por lo tanto elevada vigilancia epide-
miolbgica. El uso de antibibticos ha reducido la mortalidad-
de la enfermedad en més del 90% (32) . Sin embargo del 30 al-
50% de los pacientes que se recuperan de la enfermedad sufren
de secuelas neurolbgicas permanentes entre las que tenemos ce
guera, sordera, retraso mental e hidrocefalia. Actualmente -

H. influenzae serotipo b es la causa principal de meningitis-

epidémica en los Estados Unidos de Norteamérica, ocurriendo -



principalmente en nifios entre los 3 meses a 4 afios de edud --
(33). Durante los Gltimos 30 afios la mortalidad ha disminui-
do debido al uso de agentesquimioterapéuticos como las cefa--
losporinas, ampicilina y cloranfenicol. La resistencia a los -
antibibticos esté mediada por enzimas y especfficamente en el
caso de la ampicilina y cefalosporinas es debida a la produc-
cibn de beta lactamasas. La informacién genética para la pro
duccibén de la enzima es transportada en un plésmido'quc es --
transferido a otras cepas por conjugacién. La mortalidad de-
bida a H. influenzae y la resistencia a los antibibticos indi
ca la necesidad de un control mis efectivo de las enfermeda--
des causadas por H. influenzae. Otro factor de virulencia que
ha sido propuesto (34) cs una toxina de H. influenzae que pro
duce sintomas en animales de laboratorio similares a los ob--
servados en ¢l humano. Otros investigadores (35) han observa
do que las cepas aisladas de las meninges fueron virulentas -
en ratones, en referencia a las aisladas del tracto respirato

rio, las cuales fueron avirulentas. Las cepas de H. influen-

_zae virulentas recuperadas de animales de laboratorio em un -
medio de cultivo como la gelosa BHI-Fildes son de aspecto li-
so (s) y en general son grandes, agranulares e iridiscentes.-
Cuando se subcultivaron en medios artificiales, las colonias -
lisas aparecen pequefias, granulares, més discretas e iri
discentes, estas se denominan colonias rugosas (R) y son avi-
rulentas para los animales de laboratorio. Para explicar la-
patogenicidad y las diferencias antigénicas entre organismos-

S y R, Pittman (36) postulé que la presencia de una chpsula -



c)

en organismos S la cual .indica la virulencia de estos orga--
nismos. Seis tipos antigénicos de cépsula han sido demostra-
dos y designados con las letras de la "a" a la "f". Después-
que Pittman postuld la existencia de una cépsula, otros inves
tigadores identificaron y caracterizaron el material capsu- -
lar. Dingle y Fothergill (10) aislaron el material capsular -
de los organismos del serotipo b y determinaron que se trata-
ba de un polisacdrido. Ellos diferenciaron tres variedades -
de colonias del serotipo b: Una cepa mucoide larga, opaca e-
iridiscente y fue elevadamente virulenta, Esta fue equivalen
teala cepa S de Pittman., Y colonias lisas y.rugosas equiva-
lentes a la cepa R de Pittman. Estas colonias fueron viru--
lentas para el hombre. Las colonias M aisladas de pacientes-
con meningitis y/o bacteriemia. Las colonias M no fueron es-

tables después del aislamiento primario convirtiéndose a ce--

'pas S. Las cepas S son encontradas en el tracto respiratorio

superior y producen infecciones respiratorias agudas y graves

en el hombre y en el ratébn. Las cepas R se obtienen de H. in

fluenzae que han sido mantenidos en medios de cultivo artifi-

ciales por un prolongado tiempo y son completamente avirulen-
tas en el modelo animal. Haciendo un pase a ratén, las cepas
R pueden cambiar a una forma S pero no a la forma M. Estudios
recientes (38) han revelado que las cepas M tienen 78 ng/mg -
de material capsular, las cepas S contienen 20 ng/mg y las co

lonias R contienen poco material capsular 4 ng/mg.

Composicibén del material capsular de H. influenzae.

Los materiales capsulares de los serotipos a,b,c,d,e, y f han



sido aislados e identificados como polisacéridos, todos tienen
una hexosa excepto el serotipo b (39). La sustancia capsular
del serotipo b, el mis frecuente encontrade en las meningitis

por H influenzae da reaccibn positiva al orcinol, indicando -

que contiene ribosa. Las unidades de ribosa unidas por puen-
tes de éster 3.5 de 4cido fosférico, formando una cadena de -
poliribosilribitolfosfato (PRP). Pares de cadenas de PRP fue
ron unidas por uniones glicosidicas 1,1: Esta estructura es -
similar al 4cido ribonucleico, donde el PRP se parece al AR&,
que es degradado por ribonucleasa. En los serotipos a, c, y-
f se encontrd que tienen poliglucofosfato, poligalactofosfato
y fosfato de poligalactosamina respectivamente. La sustancia
capsular del tipo d tiene una hexosa pero no tiene fosfato. -
Todas las formas capsuladas fueron virulentas para los rato--
nes. La razbn para la predominancia del serotipo b en varias
infecciones en el hombre queda afin sin resolver, aunque se --
plantean algunas hipltesis entre las que se encuentran las si
guientes: PRP es el material capsular de H. influenzae que -
contiene una pentosa en lugar de una hexosa. El reconocimien
to del PRP por el huésped como una sustancia extrafia es posi-
ble se vea retardada debida a la similaridad que existe entre
PRP y ARN. Otra posibilidad es que los organismos del seroti
po b sean capaces de desplazar cepas de otros serotipos en el
tracto respiratorio de portadores. Se propone otra hipbtesis
en que las células del serotipo b producen una sustancia bac-
tericida para los serotipos a,c,d,e, vy f como también para --

las cepas no capsuladas. Adem&s en la actualidad algunos ---



d)

- 11 -

otros antigenos no capsulares del serotipo b ya han sido ideﬂ
tificados, los cuales participan como factores importantes de
la invasividad. Recientemente Argaman y cols. (4) han repor-
tado varias especies de bacterias que contienen poliribitol--
folfato el cual cruza serolégicamente con PRP. Esta observa-
cién ha permitido un anflisis de la composicién de la sustan-
cia capsular del serotipo b por Crisel (40), &1 encontré ribo
sa, ribitol y fosfato en cantidades equimoleculares y propuso
que el material capsular del serotipo b es un poliribosilribi

tolfosfato.

Respuesta inmune a enfermedades por H. influenzae.

Las principales enfermedades en las cuales debe darse atencién

a la respuesta inmune a H. influenzae son:

a) Meningitis,
b) Otitis.
c) Enfermedades respiratorias.,

d) Celulitis.

a) Meningitis.
La proteccibn de la meningitis por H. influenzae ha si
do asociado principalmente con inmunidad humoral. El-
papel de inmunidad mediada por anticuerpos fue estable
cido por proteccién pasiva en animales de experimenta-
cibn y seroterapia sucesiva en el hombre. Personas de
ficientes en inmunoglobulinas, como por ejemplo agamma
globulinemia, tienen infecciones repetidas (41). Preci

pitinas, aglutininas, opsoninas y anticuerpos bacteri-



- 12 -

cidas anti-H. influenzae han sido identificados (22).-
Aglutininas son dirigidas contra el fRP. el cual es el
componente esencial del material capsular del serotipo
b que causa virtualmente meningitis. Este anticuerpo-
fué inicialmente detectado por la técnica de precipita
cién usando células lavadas del serotipo b o por aglu-
tinacibén directa de las células del serotipo b (42). -
Los eximenes de aglutinacibn en placa o laminilla son-
usadas para serotipificar organismos directamente cul-
tivados del liquido cefalorraquideo. Varias precaucio
nes deben de tomarse para asegurar la especificidad de
la reaccibn. E1 suero debe ser preparado usando anima
les virgenes inmunolbgicamente. Los conejos son bue--
nas especies para estimular la produccibén de anticuer-
pos anti-PRP. Organismos muertos capsulados son comun
mente usados como inmunégenos. Los organismos usados-
para inducir la respuesta inmune y para tipificar debe
rén ser desarrollados en medios de cultivo sélido, en-
lugar de medios de cultivo liquido, ya que en éstos --
pierden su material capsular (43). Los organismos usa
dos como inmunégenos deben ser aislados recientemente-
de animales infectados ya que aquéllos mantenidos en -
medios artificiales promoverin su transformacién de fa
se S a R, resultando con pérdida de su material capsu-
lar. La reaccibn de aglutinacibn es rdpida a tempera-
tura ambiente pero no debe realizarse a 37°C porque se

pierde especificidad de la misma. Otra reaccibén inmu-



nolégica denominada hinchazbn de la cipsula involucra-
una reaccién de precipitacién. Esta prueba es general
mente usada para répida identificacién de organismos -
en el liquido cefalorraquideo (LCR). La presencia de-
PRP o0 anticuerpos anti-PRP también pueden ser determi-
nados por varios métodos: hemaglutinacibén pasiva, inmu-
noclectroforesis y radioinmunocnsayo. En la hemagluti
nacién pasiva, eritrocitos cubiertos con PRP son aglu-
tinados por anticuerpos anti-H influenzae serotipo b -
(44). En la reaccidn de inhibicibén de la hemaglutina-
cibén pasiva, los titulos de aglutinacibn por el anti--
cuerpo son reducidos por preincubaciébn con PRP (45). -
Esta prueba sc usa rutinariamente en el laboratorio pa
ra detectar PRP en el liquido cefalorraquideo. Si el-
PRP esté presente en el LCR entonces este antigeno se-
combina con el anticuerpo y como consecuencia el titu-
1o de hemaglutinacién pasiva disminuye. Este método -
simplificado y extendido posteriormente por Turck y --
G}ein {46). Radioinmunoensayoc ecs el método mis sensi-
ble para detectar anticuerpos anti-PRP (47). Existe -
otra prueba conocida la cual mide la unién del PRP mar
cado radiactivamente a sulfato de amoniojpor lo tanto-
se precipitan las inmunoglobulinas. Empleando 100 ml.
de suero, este examen resulta ser 30 veces mis sensi--
ble que la hemaglutinacibn pasiva a 4°C y esté sujeta-
a un menor nfimero de reacciones inespecificas. La in-

munodifusibén radial es més sensible que la inhibicibn-



de la hemaglutinacién pasiva, pero menos sensible que-
radioinmunoanélisis; En general la actividad opsoni--
zante de un antisuero facilita la fagocitosis de orga-
nismos por los leucocitos. Es diffcil separar el efec
to de anticuerpos opsonizantes del de anticuerpos bac-
tericidas, en donde ambos son unidos por la adicibn --
del complemento. La activacién de opsonizacién por --
complemento puede ocurrir por la ruta alterna C3, ade-
mis se ha observado que la deficiencia en C2Z (28) con-
serva niveles normales de actividad opsonizante, sin -
embargo deficiencias en C3 pierden en esta actividad--
(47). La presencia de PRP en 1la superficie bacteriana
estimula la produccién de anticuerpos opsonizantes, pe
ro la absorcibén de antisuero con PRP no elimina toda -

la actividad opsohizante (48).



Esta observacibén indica la presencia de un minimo de dos tipos
de anticuerpos opsonizantes. Donde la absorcién con PRP no puede-
eliminar toda actividad opsonizante, un tipo de anticuerpo debe es
tar dirigido contra un antfigeno no capsular (49). La actividad de
opsonizacién en suero de individuos inmunizados con PRP estuvo pre
sente en la fraccién IgC, pero no en la fraccibn IgM. Esto al pa-
recer significa que los anticuerpos opsonizantes requieren de la -
actividad de peptidasa que se manifiesta con la unién del factor -
C3 del complemento, para lograr una fagocitosis éptima (5). Sin-
embargo es dificil de separar las actividades bactericidas y opso-
nizantes de un suero, por ejemplo bajo condiciones de un desarro--
1lo bacteriano, donde el suero inmune promueve actividad fagociti-
ca el cual elimina la actividad bactericida (51). E1 papel del an
ticuerpo bactericida en infecciones por H, influenzae queda adn to
davia sin resolverse. Wight y Ward (52) encontraron que la inyec-
cién intracecal del suero inmune no fue suficienter para contro
lar la meningitis. Las reacciones antigeno-anticuerpo ;equieren -
la medicién més precisa empleando complemento. La actividad bacte
ricida del suero contra una cepa acapsulada fue inhibida por un --
filtrado del cultivo del organismo homélogo de una cepa acapsulada.
Parece ser que el material capsular protege al organismo contra -
la accibn bactericida, es por esto que los organismos capsulados -
son relativamente resistentes al anticuerpo bactericida (53). Para
lelamente el PRP previene la penetracién del anticuerpo bacterici-

+da dirigido al sitio susceptible. Gump y cols. (54) reportaron --
que los anticuerpos bactericidas fueron especificos de la cepa. --

Tonevall (55) encontré un antfgeno somdtico especifico de especie-



que fija complemento. Este autor propone la hipbtesis de que los-
anticuerpos bactericidas son dirigidos contra antigenos sométicos.
Smith y cols, (3) reportaron que de 49 sueros absorbidos con PRP, -
la actividad bactericida fu¢ eliminada en solamente un suero y re-
ducido en otros ocho sueros. Sin embargo cuando absorbieron estos
mismos Sueros con una cepa no capsulada, la actividad fue reducida
en 48 de 49 sueros. Norden (57) encontrd que la absorcibén con PRP
redujo marcadamente la actividad bactericida en solamente uno de -
tres sueros. Estos resultados indican la presencia de mis de un -
anticuerpo bactericida. El antisuero producido contra H. influen-
zae serotipo b en el caballo no fija complemento como el antisuero
de conejo (58). Cuando un suero fresco de humano, conejo o caba--
1lo sirve como una fuente de complemento, puede matar organismos -
del serotipo b (59). Cepas del serotipo b difieren en susceptibi-
lidad al anticuerpo bactericida presente de un suero particular. -
El efecto de absorcién con PRP sobre la actividad bactericida tam-
bién difiere entre cepas y el suero utilizado. Varios factores in
fluyen sobre la evaluacibén de los anticuerpos bactericidas por - -
ejemplo el calor puede inactivar o destruir la actividad bacterici
da y ésta no es restaurada por la adicibén de complemento, Enton--
ces algunos anticuerpos bactericida8 o bien complemento pueden --
ser l4dbiles al calor (60). Investigadores en estudios recientes -
(20,21) han notado que la meningitis por H. influenzae ocurre pre-
ferentemente en nifios lactantes, de 193 casos reportados en Esta--
dos Unidos de Norteamérica; 152 fueron nifos menores de dos aiios,-
de los cuales 41 tenian mis de dos afios. La meningitis en el pri-

mer grupo fué asociado con un porcentaje del 97% de mortalidad y -



en el grupo de mayor de edad 29% de mortalidad. Cooke (12) obser-
vd que el suero de nifios mayores de dos afios de edad, y adultos --
contienen anticuerpos anti H. influenzae que fijan complemento, --
mis frecuentemente que sueros de nifios de uno a cinco afios, bero -
la relacibn entre la incidencia de la enfermedad y nivel de anti--
cuerpos de anti H, influenzae no fue estudiada, Fothergill yWright
(10) asociaron la proteccibn tardia con anticuerpos bactericidas;
estos autores encontraron que la sangre de nifios recién nacidos -
era bactericida para una cepa capsulada de H. influcnzae. Nifios-
entre dos meses a tres afios perdieron los anticuerpos bacterici--
das, sin embargo sangre de nifios mayores usualmentc tiene algOn-
grado de actividad., Todas las muestras sanguineas de personas de
‘mis de diez afios, nueve nifios y 16 adultos contenfan este tipo de
anticuerpos. Estos resultados correlacionaron bien con aquéllos-
observados por Rivera (1) encontrfindose quc aproximadamente 80% -
de éasos de meningitis ocurrieron entre dos meses y tre5 aﬁo5'de-
edad. Fothergill y Wright propusieron que los recién nacidos es-
tuvieron protegidos por anticuerpos bactericidas adquiridos pasiva
mente a través de la placenta. Después de dos meses estos anti--
cuerpos desaparecen gradualmente y los nifios son susceptibles a -
la infeccién., La inmunidad activa fu¢ adquirida después de dos a
tres afios de edad, y todos los adultos fueron inmunes a la enfer
medad. Entonces la correlacién entre la inmunidad con los nive--
les de anticuerpos bactericidas, fue asi confirmada. Mpairwe --
(58,59) encontrb que existian anticuerpos bactericidas en todas -
las muestras sanguineas de recién nacidos y nifios de mis de § - -

afios, pero no tomd muestras de nifios cntre 2 meses a 3 afios. - --



Smith y Anderson (5) encontraron actividad bactericida en varios -
sueros de adultos. Una distribucibn similar de anticuerpos fue re
portado por Tunevall (54) para anticuerpos fijadores de complemen-
to dirigidos contra un antigeno especifico de especie de H. influ-
enzae. Otros investigadores (46,47) estdn en desacuerdo con la --
conclusibén de que los anticuerpos bactericidas son protectores. --
Sin embargo los anticuerpos bactericidas han sido correlacionados-
con inmunidad, la cual puede ser debida a la participacién de este
anticuerpo en el mismo suero. La susceptibilidad de ratas recién-
nacidas a H._influenzae serotipo b no correlaciona bien con los ti
tulos de anticuerpos bactericidas en el suero (49). Otros autores

reportan infecciones de H. influenzaec en adultes y neonatos, quie-

nes perdieron actividad bactericida en su suero (46.59). Aquellos
quienes se suponen el papel protector de los anticuerpos bacterici
das responden cn favor de la respucsta inmune. La inactivacién --
por calor del suero inmune puede destruir algunos factores bacteri
cidas, los cuales se ponen en cvidencia al adicionar complemento -
de cuyos, el cual es incapaz de activar el antisuero bactericida -
del humano (11). La baja incidencia de anticuerpos bactericidas -
en adultos da como consecuencia un incremento de enfermedades por-
H. influenzae no nada mis en adultos, sino también en neonatos (26).
La susceptibilidad de acuerdo a la edad del humano y del conejo a-
las infecciones por H.influenzae serotipo b, ha sido correlaciona-
do con la presencia de anticuerpos anti-PRP, mis que anticuerpos -
bactericidas (33). Los estudios de meningitis por H. influenzae -
en el humano, revelan que 80% de los casos ocurren entre dos meses

y tres afios de edad. La meningitis por H. influenzae es general--



mente de tipo endémica mis que epidémica (31). La sola presencia-
de cepas acapsuladas en el.tracto nasofaringeo en "nifios suscepti--
bles" no indica' una infeccién activa. Poblaciones cerradas de ni-
fios, como son los centros de atencibn de nifios por ejemplo guarde-
rias, permiten que existan portadores en més del 50% los cuales in
crementan la incidencia de la enfermedad (12). También ambos fac-
tores genéticos y ambientales han sido implicados cn la epidemiolo
gia de meningitis por H. influenzae. Una elevada incidencia de --
portadores de H. influenzae serotipo b ha sido reportado en fami--
lias, en las cuales hubo un caso de meningitis, los portadores - -
tienden a aumentar en familias de tres o mis nifios enfermos y la -
infeccibn del tracto respiratorio superior precede a las enfermeda
des meningiticas (20). Las cepas de H. influenzae del serotipo b-
pueden ser transferidas de una familia a otra sucesivamente de tal
manera que se va incrementando su virulencia y suponiendo que exis
ta uh miembro susceptible de la familia, se ocasiona en este indi-
viduo enfermedad invasiva (22). Tres por ciento de las familias -
en las cuales hubo un caso de meningitis por H. influcnzae seroti-
po b afin se encuentran en estudio (23). Recientemente una meningi
tis por H. influenzae del serotipo b ocurribé en una poblacibén de -
nifios enfermos, en los que cinco casos ocurrieron de un total de -
28 a 32 nifios (54). Michaels y Schults (57) encontraron que las -
meningitis por H. influenzae son mis frecuentes en familias de po-
cos ingresos econbmicos. La susceptibilidad a las enfermedades --
por H. influenzae ha sido atribuido a factores genéticos. Varios-
investigadores han encontrado que los individuos de raza negra pre

sentan de dos a cuatro veces incidencias mis altas y porcentajes -



mayores de muerte por meningitis con H. influenzae, y que los in--
dios americanos tienen un porcentaje de muerte diez-veces mayor --
que la que presentan los blancos (14,15,23). Estos resultados pue
den ser atribuidos a diferencias raciales en susceptibilidad. - -
Otros factores pueden ser la pobreza, el hacinamiento y el nfmero-
de portadores en cada raza humana. También factores genéticos son
envueltos en el hombre con deficiencias en la produccién de inmuno
globulinas, lo que eleva el riesgo de adquirir enfermedades, inclu
yendo las causadas por el H. influenzac serotipo b (51,53). La im
portancia de los factores genfticos es sugerida debido a que en --
los portadores hermanos se descubre meningitis donde un tercer por
tador no es afectado (64). Wisnant y cols.(16) encontraron defi--
ciencias en la distribucién de ciertos antigenos de histocompatibi
lidad en linfocitos y antigenos MNS en eritrocitos de pacientes que
tienen meningitis, epiglotitis comparados con los encontrados en -
sujétos control. Los mecanismos por el cual estos antigenos afec-
tan la susceptibilidad a enfermedades por H. influenzae serotipo b
no estf definido. Las deficiencias son postuladas debido a defi--
ciencias inmunolbgicas. Pacientes recuperados de meningitis por -
H. influenzae generalmente no tenfan titulos elevados de anticuer-
pos. Anticuerpos bactericidas no eran detectables después de cua-
tro dias sin embargo los t{tulos se elevan después de 16 dias(23).
Nifios menores de dos afios con meningitis no tienen incremento en -
anticuerpos bactericidas o hemaglutininas demostradas en muestras-
de sueros tomados durante los primeros cinco dfas, o determinados-
en sueros de sujetos convalescientes tomados 11 dias después (29).

Sin embargo un tercio de estos nifios no responde desde los seis

Ay



hasta los 23 meses después. Nifios mayores de edad tienden a incre
mentar sus tftulos de anticuerpos. Estos mismos resultados han si
do confirmados por otros autores (23,26,29,35). El uso de radioin
munoandlisis para detectar anticuerpos anti-PRP ha revelado nive--
les bajos en 60% de los nifios menores de un afio y convalescientes-
de meningitis (29). Norden y cols.(26) encontraron que en nifios -
menores de dos afios recuperados de meningitis, el 15% tenfan anti-
cuerpos bactericidas y el 30% de anticuerpos anti-PRP demostrados-
por radioinmunoanflisis entre 14 a 17 dias. Estos resultados fue-
ron contrastados con el obtenido en el 55% al 100% de los nifios ma
yores de dos afios quienes demostraron anticuerpos bactericidas de-
terminados por radioinmunoanflisis contra PRP. Nifios que se habfan
recuperado de meningitis no respondieron a la inoculacibén de PRP -
(16), pero 1la inoculacién de un antigeno de H. influenzae en un --
adulto seis meses después de la infeccibn, indujo un elevado titu-
lo de anticuerpos bactericidas. Varias explicaciones ﬁan sido for
muladas en relacién al decremento del anticuerpo involucrado en la
respuesta inmune de pacientes con meningitis por H. influenzae. --
Farrand (12) propuso que los pacientes deberén ser tratados con --
PRP al inicio de la respuesta de anticuerpos. Esta proposicién no
fue aceptada por Norden (50-51) é1 ha sugerido la idea de que la -
infeccién con H. influenzae serotipo b representa una sobredosis -
de antigeno produciendo una "parilisis inmune". Nifios que sobrevi
vieron a la meningitis generalmente no respondieron a una vacuna--
cién con PRP; sin embargo, personas sanas respondieron bien a esta-
misma vacuna. Estos resultados indican un tipo permanente de pari

lisis inmune "pero no explican en Tealidad la reinfeccibn. Una --



proposicifbn mis atractiva envuelve una "parflisis inmune" tempo--
ral donde los anticuerpos después de la sintesis son unidos por un
antigeno, permaneciendo estos complejos en el huésped. Prolongada-
estimulacibn con antigeno fué correlacionada con fiebre protecto--
ra, sintomas severos neurolbégicos y una pobre respuesta de anti- -
cuerpos dirigidos contra PRP. South (46) sugiere que la pérdida -
de respuesta inmune en nifios, puede ser debida a la inmadurez del-
sistema inmune. Los nifios pueden no responder a H. influenzae por
que su sistema inmune no reconoce el antigeno de H. influenzae co-
mo extrafio por lo tanto es incapaz de responder con la produccibn-
de anticuerpos. Esta explicacién no parece ser para pacientes con
meningitis de mis de dos afos quicnes no responden a la inmuniza--
cibn, en donde los nifios de la misma edad del grupo control si res
pondieron. La permanencia de antigenos de H. influenzae en los te
jidos de pacientes, ofrecen una mejor explicacibén, a la pérdida de
produccién de anticuerpos en pacientes con meningitis., La pregun-
ta en cuanto a que los anticuerpos bactericidas o anticapsulares -
son protectores, queda alin sin resolverse. Fothergill y Wright --
(10) reportaron que los anticuerpos bactericidas estén ausentes s§
lo en nifios de dos meses a 3 afios y que el 80% de los casos de me-
ningitis por H. influenzae ocurren en esta parte de la poblacién.-
Mpairwe (58,59) confirmbé estos resultados y reporté que en nifies -
mayores de 5 afios el 30% tienen anticuerpos anticapsulares y en el
85% presentan anticuerpos bactericidas. Callier y cols (54) repor
tan que las madres de nifios menores de 4 meses de edad, quienes te
nian infecciones sistémiqas por H. influenzae presentaron titulos-

bajos de anticuerpos bactericidas. De manera similar el suero de-



un adulto con meningitis por H. influenzae.no presentb anticuerpos
bactericidas (57). Estos datos sugieren la formulacibn de una hi-
pbtesis sobre la necesidad de un anticuerpo bactericida que corre-
laciona con la resistencia a la infeccién. Por otra parte Norden-
(12) encontré nifios susceptibles con tftulos bajos de anticuerpos-
bactericidas, también varios adultos presentaron titulos bajos de
anticuerpos bactericidas (58,59). En donde un decremento en la -~
permanencia de anticuerpos bactericidas en este grupo no ha sido -
corroborada por un incremento de infecciones por H. influenzae, --
Surge de nuevo la pregunta sobre si los anticuerpos bactericidas -
son protectores (12). Smith y cols.(5) encontraron que la perma--
nencia de anticuerpos bactericidas var{a geogrificamente en Africa,
Europa y Latinoamérica en las diferentes poblaciones de adultos. -
Otros estudios han reportado 1a presencia de anticuerpos bacterici
das en pacientes con meningitis en el momento de su admisibén - - -
(29;33) y en el laboratorio se ha demostrado que‘la presencia de -
anticuerpos bactericidas en ratas no correlaciona con la mengr sus
ceptibilidad a las infecciones por H. influenzae (7,11). Estos es
tudios demuestran que el PRP es un importante factor de virulencia
y que los anticuerpos dirigidos contra este material capsulér han-
sido propuestos como protectores. Mpairwe (58,59) reportd una ba-
ja incidencia de anticuerpos anti-PRP en nifios de 5 afios de edad,-
pero otros investigadores han observado titulos en casi todos los-
adultos y neonatos, también demostraron titulos bajos en nifios de-
4 meses a 3 afios de edad [13,23,33). Schneerson y colse (4) inmuni
zaron adultos con PRP y observaron titulos elevados de anticuerpos
anti-PRP, El suero de estos adultos demostraron tener actividades

protectoras en el ratbn, contra el reto de H. influenzae serotipo-



b. La absorcién de cada uno de estos sueros con PRP purificado, -
abolib esta actividad., En donde esta prueba de proteccién fue rea
lizada diluyendo el suerc y protegié dos de diez ratones, el signji
ficado de la proteccibn estd a discusibn. Un alto grado de corre
lacién fue observado en conejos, entre la suscepéibilidad a la sep
ticemia por H. influenzae y el titulo de anticuerpos anti-PRP (12).
La inmunizacién pasiva con suero provee tf{tulos elevados de anti--
cuerpos anticapsulares, los cuales confieren proteccién contra el-
reto de organismos vivos (29). Similarmente, suero de adultos in-
munizados con PRP protegib a ratas contra una dosis letal de orga-
nismos vivos (25). Ciertos investigadores han sugerido que 0.1 a-
0.2 mg. de anticuerpos anti-PRP/ml. de suero son requeridos para -
la proteccibn significativa del hombre (6,13,58). Estos datos in-
dican que anticuerpos anticapsulares mis que bactericidas son pro-
tectores. En donde los anticuerpos anticapsulares estimulados por
inmunizacién con PRP, también son bactericidas (62), por lo tanto-
existe la posibilidad de que el anticuerpo protector puede ser si-

multéneamente anticapsular y bactericida,

Por otra parte algunos investigadores encontraron que el PRP -
estimula ambas células T y B (5) o células T pero con células B --
(5). La transformacibn de linfocitos humanos T por antigenos deri
vados de H. influenzae incrementa la posibilidad de que la inmuni-
dad celular juegue un papel importante en las infecciones por H.in
fluenzae. La importancia que tienen los anticuerpos opsonizantes-
y el complemento en el proceso de la infeccién sigue afin sin poder
determinarse con precisién. Alexander (2) notd que la administra-

cibn sucesiva de suero inmune va acompaiiada por fagocitosis de or-



ganismos en el fluido espinal. Anticuerpos opsonizantes, dirigi--
dos contra el PRP y los antigenos somiticos, estdn presentes en el
suero de adultos normales (52,54,59). La circulacién de H.influen
zae en el torrente sanguineco desencadena la fagocitesis influen-~
ciando que los anticuerpos bactericidas resulten‘inefectivos (13).
Afin es desconocido si los anticuerpos opsonizantes son efectivos -
en clarificar organismos del huésped. La importancia del comple--
mento se reconocié por Cooke (20) cuando una alta incidencia de an
ticuerpos fijadores de complemento fue hallada en adultos. El pa-
pel del complemento in vivo estd relacionado a los anticuerpos bac
tericidas con los cuales el complemento actfia como un cofactor in-
dispensable (23). Algunos sueros con titulos elevados de anticuer
pos bactericidas no tuvieron actividad como el antisuero anti-PRP-
en el tratamiento de varias infecciones (10). Los anticuerpos bagc
tericidas pueden ser importantes en los estados tempranos de la in
feccibn (}0). Por lo que ha sido establecido que el complemento -
no elimina a los organismos en la ausencia de anticuerpos por la -

via alterna de C3 (33).

b) Otitis Media.

H. influenzae ésti cominmente asociado con otitis media en-
los recién nacidos y nifios menores de tres afios de edad. Hirsch
(32) reconoce la importancia de H. influenzae en otitis media -
demostrando que los organismos han sido aislados en 12 a 30% de
los casos estudiados (27,29,31). H. influenzae puede ser aisla
do en el 40% de los casos qQue se presentaron en nifios entre 1 y
6 afios de edad (30,35). Bjuggren y Tunevall (19) aislaron 17 -

cepas capsuladas de H, influenzae serotipo b y 9 cepas acapsula



das de 178 nifios, concluyendo que las cepas capsuladas son pat$
genos primarios mientras que las cepas acapsuladas son probable
mente invasores secundarios. En subsecuentes estudios la mayo-
ria de las cepas de H. influenzae acapsuladas causan otitis me-
dia (31,33,34,36). Una diferencia importante con las técnicas-
para la coleccibén de muestras ha sido posiblemente la responsa-
ble de las diferencias encontradas en la proporcién de cepas --
acapsuladas a capsuladas aisladas. Algunos investigadores (30,
32) usando hisopos nasales para muestrear, aislaron organismos-
capsulados. En estudios recientes se han usado hisopos para --
muestrear otitis medias, encontréndose un predominio de cepas -
acapsuladas. La posibilidad de que organismos capsulados su- -
fran transformacién de S#R en cultivo fue investigado por - --
Schneerson y cols,(4). Cepas acapsuladas aisladas de exudados-
de 0ido medio fueron inoculadas en ratén para inducir la sinte-
sis de cépsula tipo especifico. Después de 8 pases, el material
capsular tipo espec{ifico no fu¢ detectado. La respuesta inmune
a H. influenzac en otitis media no ha sido tan extensamente es-
tudiado como en el caso de la meningitis. Bjuggren y Tunevall-
(26) reportaron que la recurrencia de otitis media en nifios, de
bida a H. influenzae es importante. Cuando el suero fue exami-
nado para medir su actividad de fijacién de complemento, los ni
flos y los adultos generalmente presentan un elevado titulo de -
anticuerpos fijadores de complemento y no sufren infecciones re
currentes (33). Braneforse+Helander y cols,(20) describieron -
una técnica para la fijacién del complemento a los anticuerpos-

presentes en el suero de nifios sospechosos de tener otitis me--
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dia, usando una mezcla de 20 cepas acapsuladas de H. influenzae.

Una elevacibn en el titulo era indicative de una infeccién con-

H. influenzae, una baja en el titulo es encontrado en pacientes

con una respuesta inmune débil. No hubo diferencias en las in-
munoglobulinas de los nifios con otitis media por H. influenzae-
(27). Sloyer y cols. (20) encontraron que la mitad de los sue--
ros y tres cuartas partes del suero de pacientes convalescien--
tes de dos afios de edad presentan inmunoglobulinas especificas-

de las clases de IgG, IgM e IgA, dirigidas contra H.influenzae.

Enfermedades Respiratorias:

No existe en la actualidad frea de investigacién concernien-
te a la patogenicidad de M. influenzae que haya engendrado ma--
yor controversia en afios recientes, como la relacién entre - --
H. influenzae y enfermedades crbnicas respiratorias. Lord (49)
feporté que en las personas con bronquitis debida a H. influen-
zde este organismo puede ser aislado del 30% de los caaos. - -
Luestcher (57) aislé H. influenzae en cultivo puro de 28.5% de-
los casos con infecciones del tracto respiratorio inferior, --
Otros investigadore§'han reportado el predominio de H.influen--
zae en el esputo de personas con bronquiectasis y bronquitis --
crénica (45,59). Esth bien establecido en la literatura que la
presencia de un organismo en el sitio de la infeccibn no indica
necesariamente que el organismo es la causa primaria de la en--
fermedad. E1 organismo puede actuar como un invasor secundario,
si el agente etiolbgico primario responsable de la 1es16n no se

desarrolla en los medios de cultivo rutinarios,




Cuando el organismo es cultivado del esputo, la muestra puede -
estar contaminada con la flora normal de la nasofaringe. Resulta
claro que el H.influenzaec no es contaminante cuando las mues- -
tras provienen de una broncoscopia (22). Hers (23) ha podido -
fotografiar este organismo en la mucosa bronquial y las cepas -
de organismos aislados han sido capsuladas (45), sin embargo --
Holdway y Turck (10) encontraron de 10 a 15 cepas de H. influen

zae serotipo f aisladas de personas con bronquitis.

Virtue y cols.(44) quienes demostraron la transformacién de lin
focitos en pacientes asmfiticos con el antigeno de H. influenzae
en comparacién a los linfocitos control, los cuales no son esti
mulados. Denny (44) encontré que H. influenzae produce una sus
tancia de efecto ciliocestitico que actfia sobre el epitelio ci--
liado respiratorio. Este mismo autor sugiere que esta sustan--
cia puede determinar la virulencia de organismos en el sistema-
respitatorio. Pacientes con enfermedad pulmonar crénica posser
precipitinas contra H. influenzae, las cuales ticnen una reac-
cién obstructiva a la inhalacién de células de H. influenzae --
(21). Las reacciones obstructivas se acompafian de los siguien:
tes sintomas: Fiebre, malestar y leucocitosis, y ésto puede

proseguir hasta 8 horas después. La patogenicidad de H.influer
zae en la enfermedad respiratoria crénica sigue sin resolverse.
La presencia de este organismo en el esputo y la presencia de -
anticuerpos en pacientes no demuestra que H. influenzae sea el-
agente primario de estas enfermedades, sin embargoles mAs proba
ble el papel que juega H, influenzae como un invasor secunda- -

rio,



OTRAS ENFERMEDADES

H. influenzae ha sido asociado con otras enfermedades. Este or
ganismo fue asociado como causa de epiglotitis por Sinclair (54).-
organismos del serotipo b fueron recuperados de cultivos sanguf---
neos durante exémenes in vivo y postmorten. Como en la meningitis,
los organismos del serotipo b invaden la epiglotis de nifios y es -
asociado con bacteriemia (10,26). La susceptibilidad a 1la enférmg.
dad se presenta en nifios entre 2 y 7 afios de edad (26,27). La epi
glotitis tiene un curso mis ripido que la meningitis (6,21). La -
meningitis por H. influenzae puede proceder de una infeccién respi
ratoria superior y los organismos ganan entrada a las meningesvpor
via hematbgena, esto puede ser esperado en la cpiglotitis que pre-
cede al descubrimiento de las meningitis (3,15) aunque estas enfer
medades no ocurren simulténeamente en el mismo individuo (19). --
Whisnant y colaboradores (18,19) han reportado que la distribucibn
del antfgeno HLA de histocompatibilidad y antigenos de eritrocitos
MNS son sustancialmente diferentes en pacientes con meningitis, pa
cientes con epiglotitis e individuos normales. Las diferencias en
ambas enfermedades pueden ser debidas a diferencias genéticas en -

las estructuras de las células humanas (42).

H. influenzae serotipo b ha sido implicado en las &reas de los-

tejidos blandos y como causa de celulitis (37,41). H.influenzae-

puede ser aislado de sangre y nasofaringe, pero raramente de la le
sién de tejido blando de pacientes entre 6 meses y dos afios de - -
edad. Solamente en un estudio de H, influenzae del serotipo b pu-

do ser aislado del borde de una lesibn del tejido blandp en una --



e)

pierna (39). Los organismos probablemente entran a la sangre a par
tir de la nasofaringe e invaden 4reas del tejido blando. Nelson y

Yensburg (13) han reportado una correlacibén entre otitis media por

H. influenzae del serotipo b y celulitis bucal. La otitis media -

se presenta en un 74% de los pacientes con celulitis bucal, Granoff
y Nankervis (27) han reportado meningitis por H. influenzae en pa-
cientes con celulitis por H. influenzae. Los pacientes convales--
cientes menores de 2 afios de edad no exhiben niveles elevados de -

anticuerpos de H. influeuzae serotipo b en su suero.

La artritis séptica por H. influenzae ocurre principalmente en-
nifios menores de 2 afios de edad} la incidencia de este padecimien-

to se ha incrementado en los (ltimos afios (42,44),

Inmunoproteccién inducida: PRP

La elevada incidencia de las enfermedades producidas por H.influen
zae en:todo el mundo resulta en una elevada mortalidad, morbilidad
y resistencia a los antibiéticos, lo cual indica la necesidad de -
un control por medio de la inmunoprofilaxis. El uso de cepas aut
logas de H, influenzae para elaborar vacunas para el hombre con --
bronquitis crénica no permite la aminoracién de sintomas (47). Las
enfermedades més peligrosas causadas por H. influenzae estén aso--
ciadas al serotipo b. El material capsular tipo especifico es una
eleccibn 1égica para el uso de un antigeno capaz de inducir una --
respuesta inmunoprotectora en el humano. De un grupo de investiga
dores Robbins y otros grupos como c¢l de Smith han descrito una va-

cuna con PRP por precipitacién con alcohol de extractos acuosos de



H. influenzae. El extracto precipitado de PRP fue purificado por
cromatografia en dietilaminoetiléter. E1 PRP de diferentes cepas

de H. influenzae serotipo b no demostré diferencia antigénica - -

cuando fue examinado contra un antisuero de conejo preparado en -

células de H. influenzae formalinizadas.

El peso molecular del PRP es aproximadamente de 200 000 daltones-
determinado por filtracién en gel y 152 000 daltones mediante cen
trifugacibén analitica. Este polimero resulta ser relativamente -
no tbéxico y no pirogénico para animales de laboratorio. Smith (5)
preparé PRP en cantidades equimoleculares de ribosa y fésforo, pe
quefias cantidades de proteinas y 4cidos nucleicos y encontré que-
este polisacirido tenfia un peso molecular de 150 000 daltones. -~
E1 PRP no fue pirogénico cuando fue inyectado intravenosamente en
conejos. La inmunizacibn de adultos con dosis de PRP entre 0.1 a
0.5 mg. indujo un incremento en el titulo de anticuerpos anti-PRP
y de tipo bactericida (13,15,16). Como se observa en el cuadro -
3 los titulos de anticuerpos anti-PRP en el suero obten}do‘a las-
tres semanas de postinmunizacibn tuvo un tftulo 30 veces mis alto
que los titulos observados cuando el nivel fue mantenido durante-
tres afios. El anflisis del suero de personas inmunizadas revelé-
que los anticuerpos hemaglutinantes PRP especificos eran de la --
clase IgM y los anticuerpos de la clase IgG eran responsables de-
la actividad bactericida y de opsonizacién (16). La incubacién -
del suero inmune con PRP resulté con pérdida de los anticuerpos -
hemaglutinantes (17). Robbins y cols.(11) reportaron que el PRP-
estimula la incorporacién de timidina radiactiva de los linfoci--

tos By T. Pero Alford (47) encontré que el PRP no transforma --



los linfocitos. La inyeccién de PRP durante seis a diez meses --
después de la inmunizacién no eleva los titulos de anticuerpos en
adultos inmunizados (22). Un nlmero significacivo de voluntarios
reaccionaron a la inmunizacién mediante el desarrollo de eritema-
en el sitio de la inyeccién, pero no se present;ron efectos cola~
terales (17,22). Robbins (11) estimé que el nivel minimo de pro-
teccibn mediada por anticuerpos anti-PRP es de 0.06 a 0.1 mg. de-
anticuerpos /ml, de suero en base a la proteccibn pasiva del huma
no que presenta infecciones de H. influenzae. Este mismo autor -
demostrbd que los niveles de anticuerpos anti-PRP mayores de 0.1 -

mg./ml. en adultos inmunizados confieren inmunoproteccién.

El suero de adultos inmunizados con PRP de pacientes recupera-
dos de meningitis, el suero "natural" de personas que no tienen -
enfermedades por H, influenzae y el suero de un conejo inmunizado
con H. influenzae del serotipo b fueron examinados para demostrar
proteccién pasiva en ratones (cuadfo 4). Los siguientes sueros:
hiperinmune de conejos, de adultos inmunizados y de pacientes re--
cuperados de la infeccibn pueden ser diluides 1:2 a 1:50 y prote-
ger a ratones contra una dosis minima letal de H. influenzae del-
serotipo b, La absorcién de suero con PRP abolié la actividad --
protectora (10). La "proteccién" fue determinada por la supervi-
vencia de dos a diez ratones. M4s convincentes fueron los resul-
tados de Anderson y cols,(33) en los cuales 0.4 ml. de suero anti
H. influenzae fallaron para proteger 5 ratas del reto y con la --
misma cantidad de suero de animales postinmunizados protegieron -
de 5 a 6 animales. Sin embargo,la inoculacibén de un amplio inter

valo de dosis de PRP purificado, en animales de laboratorio, no -



estimularon una respuesta de anticuerpos o proveyeron inmunopro--
teccibn (47,49), Hasta la actualidad, la inmunoproteccibén activa
inducida por PRP no ha sido posible demostrarla. Sin embargo PRP
fué afectivo para incrementar tftulos de anticuerpos en adultos -
con niveles de anyicuerpos preexistentes. La utilidad del PRP co
mo una vacuna efectiva es dependiente con la respuesta de cada in
dividuo. La inoculacibn de 10 a 50 mg. de PRP intravenosamente o
subcutincamente en adultos jbévenes indujo un incremento en el tf-
tulo de anticuerpos desde las 3 semanas después de la inmuniza- -
cibn (6,58).
CUADRO 1

Respuesta de anticuerpos en el suero de adultos voluntarios recibien

do inoculaciones de 50 mg. de H. influenzae serotipo b.

Anticuerpo H. influenzae anti-serotipo b (mg/ml)
Sujeto Preinmune 3 _semanas 3 meses 3 afios
1 0.04 1.4 2.0 6.0
2 0.07 1.3 1,5 2.8
3 0.08 3.2 2.8 3.2
4 0.10 0.4 1.1 1.1
5 0.11 1.2 1.2 1.2
6 0.12 22.0 20.0 20.0
7 0.15 1.7 1.8 2.2
8 0.20 30.0 30.0 30.0
9 0.20 1.8 1.8 0.9
10 0.25 40.0 41.8 39.2
11 0.40 0.7 0.8 2.3
12 0.58 18.0 32.0 5.4
13 0.58 9.3 21.8 39.0
14 0.68 0.8 0.8 1.3
15 0.80 15.0 15.0 5.4
16 0.80 50.0 50.0 41.8
17 0.90 1.5 4.0 N/
18 1.70 65.0 65.0 15.0
19 1.70 14.0 14.0 19.5
20 1.8 40.0 40.0 12.0
Promedio 0.56 15.8 17.37 12.43

NE: No se encontrd )
FUENTE: De Robbins,J.B.; Parke, J.C.; Schneerson, R. 1973, Pediatric Res.7,103-
106.



CUADRO 2

Actividad protectora en el ratbén del suero anti~ H. influenzae

Origen de Dilucién del Titulo de
SUERO Anticuerpo capsular Suero protector Hemaglutinina

1 Inmunizacibn 1:10 1:128
2 Inmunizacién 1:5 1:128
3 Inmunizacibén - 15 1:64
4 Infeccibn 1:5 1:64
5 Infeccibn 1:5 1:64
6 Infeccibn 1:2 1:16
7 "Natural" 1:2 1:32
8 "Natural" 1:2 1:64
9 De conejo hiperinmune 1:5 1:1600

FUENTE: Schneerson, R,; Rodriguez, L.P.; Parke, J.C. Jr. y Robbins,
J.B; 1971. J. Inmunol., 107-108., The Williams and Wilkins -
Baltimore.

En contraste,los titulos de anticuerpos en adultos descienden-
después de dos meses. La respuesta de anticuerpos a PRP fué de--
pendiente de la edad. E1 70% de los nifios de 13 a 24 meses y 87%
de los nifios m4s grandes respondieron a la vacunacibén (23,30), -
Nifios con titulos elevados previos a la inmunizacién respondieron
pobremente a dosis bajas de PRP. Norden y cols (10) reportaron -
que uno de cada ocho nifios menores de dos afios de ecdad respondie-
ron con un incremento en el titulo de anticuerpos después de la -
vacunacién con PRP, el incremento observado fué 8 a 12 veces mayo
res que en nifios de dos afos de edad. Los nifios recuperadbs de -
la epiglotitis respondieron a la vacunacién, de los cuales sola--
mente uno de diez nifios recuperados de meningitis respondieron. -
La incorporacién de PRP en la vacuna de la difteria-pertussis-té-

tanos (DPT), provocd que el PRP resultara ser poce inmunogénico().



- 35 -

Los estudios recientes han confirmado qﬁe ninos de menos de dos -
afios de edad, no han desarrollado una respuesta inmune importante
al PRP o vacuna (4). El 70% de los casos de meningitis por H. --
Influenzae ocurre en nifios de menos de dos afios de edad, el PRP -
puede ser un hapteno, que requiere la participacién de un acarrea
dor, lo cual le éonfiere la propiedad de ser inmunogénico. Ander-
don y Smith (5) han acoplado un PRP a una molécula de peso, este-
complejo fue capaz de induéir una respuesta de anticuerpos en co-

nejos (46).



DISENO EXPERIMENTAL.

MATERIAL Y METODOS.

MEDIOS DE CULTIVO.

1) Medio de tramsporte de Stuart (Bioxon).

2) Medios para el primoaislamiento y conservacibn:

a)

b)

c)

Gelosa Chocolate: Base de agar GC (Bioxon); Hemoglobina al--
2% (Bioxon); polienriquecimiento al 1% (Bioxon); Bacitracina-
21,000 U./1. (0.3 g/1) (Russell S.A.).

Gelosa sangre de caballo al 5%: Base de agar soya tripticasa-
(Bioxon) + 50 ml. de sangre desfibrinada de caballo.

Infusidn cerebro corazén (Bioxon) + Glicerol al 15% (Merck).

3) Medios para la identificacibn de Biotipos,

a)

b)

c)

Gelosa Soya tripticasa (Bioxon) para prueba de requerimento -
de los factores X y V.

Prueba de porfirinas: Preparacién de solucién amortiguadora -
pH=6.9. Solucibn A: Fosfato monob4sico de sodio NaHPO4 SH20
(J.T.Baker) 27.8 g/1000 ml. de Hz0. Solucibén B: Fosfato di-
bisico de sodio (J.T. Baker) 53.65 g. de NapHPO4 7H20 en - -
1000 ml. de H20. Poner 45 ml. de solucién A + 55 ml. de solu
cién B se aforan a un total de 200 ml., ajustar el pH a 6.9.-
Pesar 0.03352 grs. de 4cido delta aminolevulinico (Sigma A) y
0.01972 grs. de sulfato de magnesio; disolver en 100 ml. de -
solucién amortiguadora de fosfatos.

Descarboxilacifn de la ornitina: 1 gr. de base de Mbller - --

(Bioxon) + Ornitina al 1% (Merck) + 60 ml. de liquido de Fil-



des al 5% para cada tubo.

d) Caldo triptofano: Base de Mbler 1 gr. + Triptofano al 1% + -

60 ml. de lfquido de Fildes al 5%.

e) Prueba de la ureasa: Solucién reguladora de fosfatos pH 7.4

+ urea al 1% (J.T. Baker) esterilizada por filtracién + 60 --

ml. de liquido de Fildes al 5%,

f) Gelosa Chocolate + Polienriquecimiento al 1% + antibibético en

varias concentraciones de 0.25 mg./ml. a 128 mg./ml,

Preparacibén de reactivos.

a) Oxidasa:
b) Catalasa:

¢) Gram:

N, N, dimetil parafenilendiamina al 1% (Merck).
Hz02 al 30% (Merck).

A. Cristal Violeta de Hucker.

Solucibn A.

Cristal violeta (J.T. Baker) 2 gr.

Alcohol etflico al 95% (Merck) 20 ml.

Solucién B.
Oxalato de amonio (Merck). 0.8 gr.

Agua destilada 80 ml.

Mezclar soluciones A y B. Guardar 24 horas antes de usar. Filtrar-

a través de papel.

a) Yodo de Gram.

Yodo Merck

1 gr.

Yoduro de Potasio Merck 2 gr.

Agua destilada 300 ml.



b) Decolorantes.
Alcohol al 95% (Merck) 100 ml.
Acetona (Merck) 200 ml.

c) Colorante de Contraste.

~—

Solucibn estandar (Merck)
Safranina 0 (Merck) ;;5 grs.
Alcohol etflico (Merck) 100 ml.

Solucibn estandar de
Safranina. 10 ml.

Agua destilada 90 ml.

d) Reactivo de Fildes (34)
50 ml. de sangre de borrego.
6 ml. de HC1 concentrado (Merck).
150 ml, de solucibn salina estéril

1 gr. de Pepsina (Sigma).

e) Antibibticos: Penicilina G. (Upjohn).

~—

Ampicilina (Bristol).
Cefalosporinas(Lilly).

Cloranfenicol (Parke-Davis).

£) Reactivos para determinar beta-lactamasas.

Método Yodométrico.

Disolver penicilina G. a pH 6.0 en amortiguador de fosfatos has-
ta una concentracién de 6000 mg./ml. Afiadir 1 gr. de almidén so
luble a 100 ml. de agua destilada y calentar hasta que se disuel

va. Disolver 2.03 gr. de Yodo y 53.2 gr. de Yoduro de potasio -



en un pequefio volumen de agua destilada y luego diluir hasta 100
ml. Guardar en un frasco ambar de vidrio. Las soluciones de pe
nicilina y almidén deben ser recién preparadas. La solucibn de-
Yoduro debe reemplazarse cuando forma exceso de precipitado. Co
locar 0.1 ml. de solucién de penicilina al pozo de una placa de-
microdilucién. .Preparar una suspensibn densa de microorganismos
y mezclarla con el sustrato. Dejar reposar a temperatura ambien
te durante 30 minutos., Agregar dos gotas a la solucibn de almi-
dén y mezclar. Agregar 1 gota del reactivo de yodo. Aparece in
mediatamente color azul a consecuencia de la reaccibén de yodo y-
el almidén. Agitar la mezcla 1 minuto a temperatura ambiente. -
La decolorizacién en menos de 10 minutos indica la produccién de

beta-lactamasa,

g) Carbbn activado, para impregnar hisepos.



FIGURA 1 Proyecto: Meningitis bacteriana aguda (UAM-X-SSA).
Protocolo para recoleccién de informacién.

Hospital General "Dr. Manuel Gea Gonzélez", Servicio: Pediatria o-

Guarderia,
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OBSERVACIONES CLINICAS:

EXAMEN MICROBIOLOGICO:
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ANTIBIOGRAMA (Técnica) RESULTADO:




METODOS.

1. Toma de muestra: Se tomb una muestra de exudado faringeo, emplean

wt

do un hisopo impregnado con carbén activado, a cada uno de 36 ni
fios de la guarderia y a 38 nifios del Hospital, la informacién --
clinica de estos nifios se evalubé mediante el empleo de una hoja-

de protocolo que se muestra en la figura 1.

Transporte de 1a muestra: Se utilizé el medio de transporte de-

Stuart y el hisopo conteniendo cada muestra de exudado faringeo,
se depositd introduciéndolo dentro del medio de transporte y és-
te se envié inmediatamente al laboratorio para procesarse antes-

de dos horas de haberse realizado la toma.

Aislamiento: El primoaislamiento de H. influenzae se realizb --
sembrando cada muestra faringea por estria cruzada cn medios de-
gelosa chocolate + polienriquecimiento al 1% + Bacitracina2l,000-

UI. Y en gelosa sangre de borrego al 5%.

Identificacién presuntiva de H. influenzae: Se basb en el rego-

nocimiento preliminar de su morfologia colonial macroscépica y -
microscépica mediante la coloracién de Gram, en su requerimiento
de los factores X (hemina) y V (NAD), por su incapacidad de in--
corporar el 4cido delta amino levulinico empleando la prueba de-
porfirinas, por la reaccién de la oxidasa positiva usando N,N di
metil parafenilendiamina y por la reaccién de la catalasa positi

va utilizando H202 al 30%.

Las cepas identificadas como H. influenzae se siembran en tubos-

inclinados de gelosa chocolate + polienriquecimiento y se incu--



ban a 37°C por 24 horas. El crecimientc es resuspendido con -
BHI-glicerol al 15% para conservarse mediante congelacién a -

70°C.

o

Biotipificacibn:

A partir de uma cepa aislada de H. influenzae, se inocula una-
asada en tres tubos de 13x100 mm. conteniendo cada tubo orniti
na para observar la reaccibén de la ornitina descarboxilasa, --
caldo triptofano para valorar la reaccibén de indol y caldo - -
urea para la actividad de la ureasa, Se incuban 24 horas a --

37°C y se observa el vire de los indicadores.

CUADRO N2 3 DIFERENCIACION DE LOS BIOTIPOS DE H. INFLUENZAE

ORNITINA
BIOTIPO | INDOL | UREASA| DESCARBOXILASA

I + + +

II + + -
III - + -
v - + +

v + - +

VI + - -

Tomado de: Kilian M. 1980, (34)

7. Serotipificacién: Se hizo a partir de los cultivos congelados,
se realizé por el método de aglutinacién en placa. Los sueros
especificos fueron de origen comercial teniendo sueros especi-
ficos de H. influenzae para cada serotipo a,b,c,d,e y f. De -
las cepas de H. influenzae confirmadas por las pruebas presun-

tivas se pone en contacto en un portaobjeto una gota de solu--



-
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cibn salina con la que se hace una suspensibn antigénica y a -~
un lado de esta se afiade una gota del antisuero especifico de-
H. influenzae del serotipo que se va a probar, Se homogenizan
las gotas se hace rotar el portaobjeto y si aglutuna estamos -

ante el serotipo correspondiente.

Beta-lactamasas:

De las cepas identificadas como H, influenzae se prepara una -

suspensién densa de estos organismos en solucibn salina, se po
ne en contacto con dos gotas de una solucién de almidén al 1%-
+ una gota del reactivo de yodo. Aparece un color azul como -
consecuencia de la reaccién de yodo y almidén. Agitar la mez-
cla 1 minuto a temperatura ambiente. La decoloracifn en menos

de 10 minutos indica 1a produccibn de beta-lactamasas.

Método de dilucibn seriada en placa (24,39,43) para determinar la

susceptibilidad a los antimicrobianos.

1.

~n

Preparacibn del inéculo. .

Se prepara el inéculo ajustando a 108 UFC/ml. y se diluye 1:10

con infusibn de cerebro y corazdn.

Los antibifticos de prueba usados fueron los siguientes:
Ampicilina, Cefalosporinas, Cloranfenicol y Penicilina G.
a) Se utilizaron sales puras, obtenidas de fuente comercial --
considerando 1a actividad biolégica individual, se pesaron di-
ferentes cantidades de cada uno, las que se diluyeron en disol
ventes adecuados, hasta obtener soluciones madre de 2000 pg/ml -

o UI/mi.



CUADRO Nf 4

Preparacién de diluciones de antibibticos para la prueba de dilu-

cibn seriada en placa

CONCENTRACTON | CONCENTRACION |
. : FINAL EN

Solucién de antimicrobianos + agua estéril | TNEREDIA | pacaSTE AR
Vol. (ml) &/ o UI/ml Vol. (ml) we/ o UI/ml. ug/ o UI/ML.

6.4 2000 3.6 1280(a) 128

2(a) 1280 2 640(b) 64

1(a) 1280 3 320(c) 32

1(a) 1280 7 160(d) 16

2(d) 160 2 80(e) 8

1(d) 160 3 40(£) 4

1(d) 160 7 20(g) 2

2(g) 20 2 16(h) 1

1(g) 20 3 5(i) 0.5

1(g) 20 7 2.5(3) 0.25
FUENTE: Tomado de Washington J.A. y V,L. Sutter 1980, (24).

b) Se hicieron diluciones de acuerdo al cuadro N® 6, en el que

se

tes de los diferentes antibifticos de prueba.

3. Preparacifn de las placas:

muestra como se prepararon las diluciones correspondien-

Se depositan 2 ml. del antimicrobiano en 18 ml., de gelosa, se-

mezcla, se vacia en las placas, se dejan gelificar y secar a -

temperatura ambiente.

4, Inoculacién de las placas:

Se ajusta la suspensibn de cada cepa de H. influenzae a 107 --

UFC/ml. y se pone una asada en cada placa con la dilucién del-



antibiético por evaluar. Se dejan secar los inéculos a tempe-
ratura ambiente y se incuban las placas a 37°C durante 18 ho--
ras en una estufa bacteriolbégica. Se prepara una placa testi-
go sin antibibtico para comprobar el crecimiento de todas las-

cepas de prueba,

Lectura e interpretacibn (24,42):

Se colocan las placas en orden creciente de concentracibén al -
final del perfodo de incubacibén, anotando el resultado de la -
concentracién minima inhibitoria para cada microorganismo, que
equivale a la concentracibén del antibiético capaz de evitar el
desarrollo del microorganismo durante el perfodo de incubacién-
a 37°C por 24 horas (14,24). Aquellas cajas que muestren inhi
bici@n completa del crecimiento o desarrollo de una colonia, -

se consideran susceptibles (24,42).



RESULTADOS:

Poblacibén estudiada.

Se estudiaron 39 nifios de un hospital del Sector Salud y 55 nifios
de una guarderf{a, mediante tomas de exudado faringeo. De todas -
las muestras obtenidas de la guarderia s6élo se aislaron 11 cepas-
de Haemophilus influenzae prpﬁenientes de nifios aparentemente sa--
nos de 11 meses a tres afios 11 meses de edad, lo que representa -
el 18.1% de aislamiento. De las muestras obtenidas en el Hospi--
tal se aislaron dnicamente 14 cepas de H. influenzae de las cua--
les seis correspondieron a nifios aparentemente sanos y ocho a ni-
fios con diversos padecimientos desde faringoamigdalitis, pGrpura-
tromocitopénica, sindrome diarréico, sindrome febril, uno con pro
blema dermatolbgico y hasta un problema ocular. Lo que represen
ta el 36.8% del total de aislamiento, 15.7% de nifios aparentemen-
te sanos y 21% de nifios con diversas patologias. En la figura 2-
se muestra la distribuci&n por edades, de la frecuencia de aisla-

miento de H. influenzae en nifios de guarderia aparentemente sanos

la mayor frecuencia se observb entre dos y tres afios de edad. La
figura 3 muestra la distribucién por edades de la frecuencia de -
aislamiento en nifios con diversos padecimientos. La mayor fre- -

cuencia se observé entre 1 afio y tres afios once meses.
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FIGURA 2

Frecuencia de aislamiento de H. influenzae en nifios de guarderfa

aparentemente sanos
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F_I G U R A 3

Frecuencia de aislamiento de cepas de H. influenzae en nifios sa-

nos y enfermos de hospital.
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El cuadro N2 5 muestra la distribucibén por edades de la frecuen--

cia del aislamiento de H,influenzae en nifios de guarderia aparen-

temente sanos,

El cuadro N2 6 muestra la distribucién por edades de la frecuen--
cia del aislamiento de H. influenzae en nifios de hospital aparen-

temente sanos y nifios con diversos padecimientos clfinicos.

El cuadro N® 7 muestra la biotipificacibn, serotipificacién, pro-
duccibn de betalactamasas de las 11 cepas aisladas de H. influen-

zae de los 55 nifios estudiados de guarderia.

El cuadro N® 8 muestra la biotipificacibn, serotipificacién y pro
duccibn de betalactamasas de las 14 cepas aisladas de H. influen-
zae de los 39 nifios estudiados de hospital tante sanos como enfer

mos.

El cuadro 9 muestra la concentracién minima inhibitoria (MIC) de-
las 11 cepas aisladas de>H. influenzae en los 55 nifios sanos de -

guarderia. ,

El cuadro N2 10 muestra la concentracibén minima inhibitoria (MIC)

de las 14 cepas de H. influenzae aisladas en los 39 nifios sanos -

y enfermos de un hospital.



Cuadro -N® 5, frecuencia de aislamiento de H. influenzae en mues--
————iE

tras de exudado faringeo de 55 nifios de guarderia aparentemente -

sanos.
N2 DE INDIVIDUOS | N2 DE CEPAS DE % DE
EDAD (MESES) [ESTUDIADOS H. INFLUENZAE ATSLAMIENTO
Menos de 12 6 1 16.6
12 - 23 21 2 9.5
24 - 35 15 6 40.0
36 - 48 13 2 15.3
TOTALES; 55 11 18.1

Cuadro 6, frecuencia de aislamiento de H. influenzae en muestras-
de exudado faringeo en nifios de hospital aparentemente sanos y ni

fios con diversos padecimientos clinicos.

INDIVIDUOS ESTUDIADOS | N2 DE CEPAS $ DE
EDAD (MESES) | SANOS | ENFERMOS | ACUMULADO | DE H.INFLUENZAE ]AISLAMIENTO

Menos de 12 3 S 8 3 37.5
12 - 48 4 2 6 4 66.6
48 -107 7 4 11 1 9.0
108 -191 7 7 14 6 42.8

TOTALES: 21 18 39 14 36.8
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Cuadro N® 7, Biotipificacibn, serotipificaciébn y produccién de be

ta-lactamasas de 11 cepas de H. influenzae aisladas de nifios sa--

nos de guarderia.

N2 DE NIROS| Ne DE CEPAS DE BIOTIPOS SEROTIPOS BETA
ESTUDIADOS | H.INELUENZAE. | I II IITIVVVI|abc de f] LACTAMASAS
S5 11 54 0 2001-12211 1

No se empleé antisuero de H. influenzae anti-a

Cuadro N® 8, Biotipificacién, serotipificacibn y produccién de be

ta-lactamasas de 14 cepas de H. influenzae aisladas de nifios sa--

nos y enfermos de hospital.

N2 DE NIROS | N2 DE CEPAS DE| BIOTIPIFICACION | SEROTIPIF. | BETA | CEPAS
CATEGORIA {ESTUDIADOS | H. INFLUENZAE | I IT III IVVVIjab c d e £ LACT. | NOTIP.
Sanos 19 6 $ 10 000)-13010} 1 '1
Enfermos 20 8 530 000]-11030] 0 3
TOTAL: ig 14 10 4 0 000f-24040] 1 ]




Cuadro N? 9, concentracidén minima inhibitoria (MIC) de 11 cepas

de H. influenzae aisladas de nifios de guarderia.

“CONCENTRACION ANTIBIOTICO (¥G/ML) |
rANTIMICROBIANO 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128
Ampicilina 7 1 1 1 1 - - - - -
Cefalosporinas 2 1 g - - - - e -
Cloranfenicol 9 2 - - . - - - - -
Penicilina 7 1 ) A - - - - -

Cuadro N? 10, concentraciébn minima inhibitoria (MIC) de 14 cepas

de H. influenzae aisladas en nifios sanos y enfermos de hospital.

C
ANTIMICROBIANO 0.25 0.5 1 2 4 8 16 32 64 128

Ampicilina 10 4 - - - - - - - -
Cefalosporinas - 7 4 3 - - - - - -
Cloranfenicol 10 3 1 - - - - - - -

Penicilina 10 2 1 1 - - - - - -




Cuadro N? 13, an&lisis estadistico de los resultados con signifi-

cancias.

H. INFLUENZAE | GUARDERIA | HOSPITAL] X2 |SIGNIFICANCIA

Aislamiento. 11 14 3.25 pP» 0.1
Biotipo I. 5 10 0.389 p{ 0.5
Edad susceptible-

(12-36 meses). 9 7 1.98 p>»0.1
Capsuladas. 7 10 0.87 p( 0.9

Cepas resistentes
a los antibibti-
cos., 11 10 1.29 p&£0.25

Cepas productoras
de beta-lactama-
sas. 1 1 0.5 p>0.5




DISCUSION:

Es importante realizar estudios tendientes a detectar portadores -
sanos mediante el aislamiento de H. influenzae principalmente en -
centros de asistencia infantil como son hospitales y guarderias, -
debido a que se reportan en la literatura cifras altas del orden -

del 15 al 50% (31).

Los porcentajes de aislamiento de H. influenzae de este estudio en
el que se evalub una poblacibn total de 94 nifios: 39 nifios de un -
hospital y 55 nifios de guarderia a quienes se les tomb exudado fa-
ringeo, se obtuvieron los siguientes resultados: 11 cepas de H.in-
fluenzae en nifios aparentemente sanos de 11 meses a 3 afios 11 me--
ses de la guarderfa, con un 20% de aislamiento. De las muestras -
obtenidas del hospital se aislaron 14 cepas de H.influenzae de las
cuales 6 correspondieron a nifios sanos y 8 a nifios con diversos pa
decimientos, lo que representa un 36.8% del total de aislamiento,-
15.7% en nifios sanos y 21% en nifios enfermos. Esto nos demuestra-
que hubo un mayor aislamiento de H. influenzae en el hospital que-
en la guarderia, lo cual podria explicarse en principio por el me
canismo de transmisién (adrea) o (por vias respiratorias superio-
res) que caracteriza a esta bacteria (11). También se observé en-
la figura 2 que la mayor frecuencia de aislamiento de H.influenzae
en nifios de guarder{a sanos se encuentra entre el grupo de edad de
24 a 36 meses. La figura 3 muestra la mayor frecuencia del aisla-
miento de H. influenzae en nifios de hospital sanos o enfermos, es-
td dentro del grupo de edad de 12 a 47 meses. Estos resultados en

contrados correlacionan bien con aquéllos reportados por Kilian --



(18) quien sefiala que la frecuencia de aislamiento en poblacién in
fantil fluctGa entre el 15 al 50%. También Granato y cols.(17) en
1982 en la Universidad de Nueva York reportan cifras de aislamien-
to del 30% en la poblacibn infantil., Brabender, Glenn y cols.(20)
en 1983 en la Universidad de Kansas reportan cifras de aislamiento
en poblacién 1nfa5ti1 del 35% y la frecuencia de aislamiento de ce

pas productoras de beta-lactamasas del 3 al 93.

A nivel nacional Calderén y cols. (48) en 1985 reportan en pobla- -
cibén infantil cifras de aislamiento de H. influenzae en el 23%, el
serotipo b se recuper6 en un 9.3% y las cepas de H. influenzae be-
ta lactamasas positivas representaron el 21.9%. Los serotipos més
frecuentes fueron el a Y el b, en cuanto a biotipos lo fueron el -
IV y el III. Este trabajo se realizé en invierno tomando exudado-
faringeo a 303 nifios entre seis meses y cinco afies de edad de un -
centro de aistencia infantil. Por los antecedentes anteriores po-
demos correlacionar que los datos obtenidos en este trabajo con- -

cuerdan con los valores encontrados en otros paises y en México.

De las cepas aisladas de niiios de guarderia aparentemente sanos el
9% fué identificado como H. influenzae serotipo b, 45.4% como del-
biotipo I, 36.3% como del biotipo II y 9% del biotipo IV, no encon
trindoseles biotipos III, V, VI. En cuanto a los demis serotipos-
18.2% del serotipo c, 18.2% del serotipo d, 9% del serotipo e y 9%

del serotipo £. No se realizé el estudio con antisuero a.

De las cepas aisladas de nifios de hospital aparentemente sanos el-

16.6% fue identificado como del serotipo b, 83.3% del biotipo I, -
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16.6% del biotipo II no encontréndose los demis biotipos. En cuan
to a los otros serotipos correspondié al 50% del serotipo c y 16.6%
al serotipo e. En cuanto a los nifios de hospital enfermos el sero
tipo b se encontré en el 12.5%, 62.5% del biotipe I, 37.5% del --
biotipo II no encontrindose los demfs biotipos. En cuanto a los -
otros serotipos 15.5% del serotipo ¢ y 50% del serotipo e. Se re-
salta el hecho de que en niflos de guarderia sancs, el serotipo b -
se .encuentra en 9% con un 45.4% del biotipo I, cn nifios de hospi--
tal sanos 16.6% del serotipo b con un 83.3% del biotipo I y en ni-
fios enfermos de hospital del serotipo b 12.5% con un 62.5% del big

tipo I.

‘Cuadro N® 14, Relacién entre el H. influenzae biotipo I con el se
rotipo b de cepas aisladas de nifios sanos y enfermos de hospital y

guarderia del Sector Salud.

HOSPITAL
NIROS: GUARDERIA 3anos Enfermos
H. influenzae
Serotipo b. 9% 16.6% 12.5%
Biotipo I 45.4% 83.3% 62.5%

En cuanto a la produccibn de beta-lactamasas se encontrb que en ni
flos sanos de guarderfa el 9% de las cepas aisladas producen esta -
enzima. En nifios de hospital sanos el 16.6% y en nifios de hospi--

tal enfermos no se encontraron cepas de H. influenzae que produje-



ran beta-lactamasas. El aislamiento de H. influenzae depende de -
la estacién del afio y de las caracteristicas de la poblacién estu-
diadaj este estudio se realizb entre los meses de mayo a septiem--
bre, por lo que se puede explicar que el aislamiento del serotipo-
b fué relativamente menor a los reportados. Se ha demostrado que-
la mejor estacién del afo para aislar con mhs frecuencia al H. in-
fluenzae es en invierno (19). En cuanto a la sensibilidad a los -
antibibticos las cepas de H. influenzae de hospital presentaron cu
riosamente mayor sensibilidad a la ampicilina que las cepas de ni-
fios de guarderfa, lo cual tebricamente se esperaba que sucediera -
al contrario o a la inversa, ya que presentaron mayor sensibilidad
al cloranfenicol. Los antimicrobianos tales como cefalosporinas y
penicilina siguen siento fitiles en el tratamiento de esta enferme-

dad.

La frecuencia de cepas de H. influenzae productoras de beta-lacta-
masas en poblacibén infantil varia del 3 al 9% (18). En adultos, -
Saginum y Bartletl (12) reportaron que 2% de 111 cepas aisladas de
H. influenzae fueron productoras de beta-lactamasas. Wallace y --
cols, (17) también reportaron un 2% de incidencia en la produccién-

de beta-lactamasas en 103 cepas de H. influenzae aisladas de dife-

rentes sitios, en especial de fluidos estériles y de vias respira-
torias superiores. La deteccién de beta-lactamasas provee una in-
formacibn valiosa desde el punto de vista clinico de acuerdo a la-
terapia a seguir con antibibticos, pero no provee informacibn del-
significado clinico de un aislamiento particular. En otras pala--
bras la produccién de beta-lactamasas es itil para la seleccién de

un antibibtico asi como un indicador de significancia clinica.



En este estudio resaltan algunos de los factores de virulencia de-

H. influenzae que son de consideracibn, ya que su deteccién en por

tadores nos permite un seguimiento epidemiolégico y sustancial del
problema, ya que la relacibn de biotipo a serotipo, origen del --
aislamiento o susceptibilidad antimicrobiana, identifican factores
que estén asociados con la invasividad de ciertos biotipos de H.in-
fluenzae, y aunque en este estudio no fueron estad{sticamente sig-
nificativos posiblemente por el tamafio de la muestra, est& clara--
mente establecida la importancia de los factores de patogenicidad-

del H._ influenzae.



ESTA TESIS NG DEmE
- - S B LA BIBLIGTECH

CONCLUSIONES:

Se establecieron las siguientes de acuerdo con las condiciones en-

las cuales se realizb este estudio:

1) El aislamiento de Haemophilus influenzae en guarderfia y hospi-

tal fué significativa con el 92.5% de confianza p) 0.1.

2) E1l biotipo I resulté ser el mis prevalente de todos los bioti-

pos en la poblacibn estudiada de guarderia y hospital p{0.S.

3) Bl aislamiento de Haemophilus influenzae serotipo b tanto en -

gunrderia como en hospital no fué significativo p 0.75.

4) La edad mhs susceptible en nifios de guarderia y de hospital --

fue entre el grupo de cdad de 12 meses a 36 meses, p) 0.1.

5) La prevalencia del biotipo I con respecto a los otros biotipos

no fué significativo p)0.5.

6) La prevalencia de cepas capsuladas con respecto a las no capsu

ladas tampoco fue significativa p{0.9.

7) La prevalencia del biotipo I y beta-lactamasas no fué signifi-

cativo p 0.5,

8) Los tres antibibticos de eleccién, ampicilina, cloranfenicol y

cefalosporinas mostraron mayor actividad de inhibicibn del Hae



9)

10)

mophilus influenzae a la concentracién de 1 mg/ml. p¢ 0.25.

La produccién de beta-lactamasas en nifios sanos de guarderia -
fué del 9%, en nifios sanos de hospital del 16.6% y en nifios en
fermos de hospital no se encontraron cepas de Haemophilus in--

fluenzae productoras de beta-lactamasas.

La determinacién de los factores de virulencia de Haemophilus-
influenzae como son la produccibén de cépsula, el biotipo, la -
produccién de beta-lactamasas y la sensibilidad a los antibié-
ticos permitieron evaluar los detecrminantes de patogenicidad e

invasividad de Haemophilus influenzae enr poblacibén infantil.
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