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1 NTRODUCC ION 

EL MICROORGANISMO. 

Los miembros del género Hae10ophi lu• son parAsi tos 

estrictos tanto de humanos como de otros vertebrados. Algunas 

especies tienen un papel pato9énico reconocida, el prototipo 

de ellas es el Haemophilus influenzae cuyas cep&s pueden 

estar presentes en l•s vlas respiratorias superiores de 

individuos de poblaciones sanas del 15 al 50% <Turck 1982!. 

Pittman en 1q31, r~porto por pr1mora ve: la existencia 

de cepas capsulad~s y no C4p5\1ladas o 1dQntificO a los seis 

serotipos de H. Influenza•, dcsignAndolos en base al tipo 

polisacArido capsular con la$ let•·a~ de la ~.· a la '"f". 

Ella observó tamb1éon qu'1 10'5 OrC)an1smo!9 del •erotipo '"b", 

eran la causa ma~ frecuento de enfermedades graves. 

Haemophllua influenza• tipo b <Hlnbl, es un cocobacilo 

inmóvil no esporulado, pleom6rfico en sus estadios tardios de 

crecimiento. Se le encuentra con mayo~ frecuencia en la 

na~ofaringe de niños lactantes y menores de seis años. Pasee 

una cApsula constituida por un pollmero lineal de ribosil 

ribitolfosfato <PRP> llamado polisacArido capsular b. Para 

su crecimiento requiere de un media compleja que contenga 

nicotinamida adenina-dinucle6tido (factor Vl y hemina (factor 



Xl. Comunmente posee plasmidos de tamaño variable que 

codifican para B-lactamasas y acetiltransferasas, la 

frecuencia con que se aislan estas cepas resistentes a los 

antibióticos de uso com~n, ha complicado el tratamiento de 

las infecciones invasivas causadas por Hinb <Solotorovsky y 

Lynn 1978). 

PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD. 

La patogénesls de la munin9oencefalitls y otras 

enfermedi'des c,1u~adeu' por Hi.nb, tales como: 

eplglotltla,neumonl~, otitis media, artritis séptica, 

celulitis y perlc•rdlt1t1 entre oLras, es similar a la de 

otras bitiC ter i a~ c:ap'lul c'tdas. P11.ra que 1 a. enfer"'edad 

menin9ltica tttnQa lugar, deben ocurrir una serie de eventos 

secuenciales (Turk 1902)¡ el proceso se inicia cuando la 

b~cteria se discminA de un individuo a otro, a través de 

pequeñas c;,ot .. i.s de Si'l 1va expulsadas durante el estornudo o 

acceso de tot1 del enfermo o portador asintom.lotico <Halsey y 

col s. 1980¡ Turcl: 1982>. EnsegLlid;a y previo a la Invasión de 

los tejidos del huésped, se presenta el proceso de 

coloni:ación, a este respecto, se ha demostrado tanto en 

animales de laboratorio como en humanos !Me>:on 1982) que los 

serotipos caspsulados de H. influenzae pueden colonizar la 

nasofarlnge y persistir ah! por varias semanas. A pesar de 

que en algunas cepas de Hin la presencia de capsula est~ 

asociada con su sobrevivencia en epitelios mucosos, aún no 
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se ha comprobado que ésta, tenga algún papel en los mecanismos 

de patogenic:idad <Lampe y c:ols. 1982). 

La siguiente fase en la evoluc:ión de la enfermedad 

implica la invasión bac:teriana del torrente sanguineo, 

conocido como bacteremia. Varias informes sobre estudios 

hechos con animales coinciden en que existe una relación 

estrec:ha entre el tamaño del inóculo y la bacteremia. 

Animales inmuni:ados pasivamente con anticuerpos 

antic:apsulares, son protegidos en contra de la invasión 

sanguinea <Weller y cols. 1978; Siber y cols. 1980). Con 

estos modelos experiment~les, se determino que la bacteremi~ 

sostenida después de la colonl:ac:ión nasofarlngea solamente 

oc:urre con c:epas de H•eMOPhilu• que elaboran c~psula tipo b, 

en contraste con lo que ocurra con los .iurotipos heterólogos 

<a,c,d,e y 1>, los cual~s 5on incapaces da sobrevivir e 

invadir al torrf>nte sangulneo. 

Varios autores coinciden en que la infección por Hinb, 

ocurre por vla san9ulnea y que la ma<;¡nltud da lo! bacteremia 

es una condicionante pravia a J& invasión del sistema 

nervioso central (SNC> <1'101ton y l'lurphy 1978¡ l'lo•on y 

cols.1980¡ Smith 1982>. El hecho de que los primf>ro~ 

halla%9os hístopatoló9icos en el proceso de la inflamación 

menln9ea, se observen en regiones no contt9uas a la 

nasotarln9e, apoya la idea de que la diseminación de este 

organismo, es por v!a hemAtica. Los factores relativos al 
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huésped ( edad, estado inmune,se"º• estado nutric:ional, 

etc:.>, influyen en la oc:urrencia e intensidad de la 

bac:teremia modific:ando la probabilidad de que se produzca o 

no la meningitis. Espec:!fic:amente la inmuni~ac:ión pasiva y/o 

ac:tiva, fac:ilitan la eliminac:ión de las bacterias en el 

torrente sangu!neo y como c:onsec:uencia reducen la posibilidad 

de la adquisición de una meningitis. 

Otro componente superficial bacteriano, el 

l ipopol isacarldo !LPSl de Hinb, pu•de ser importante en la 

patogénesis de la enfermedad ""'ningitica, ya que 

experimentalmente se ha observado la producción de 

inflamación menlngea despu~s de la inoculación de este 

componente !Syroglannopoulos y cols.1988>. 

La estructura patog~nlc• m~s relevante de Hinb es el 

poltsac:Airido cap~uJ4r, el cuAl .actúa canto un "escudo 11 an 

contra de las protoln"s d"I co<apl""'"nto. En contra&te con la 

ac:tividad l ltica del c:o.,pl.,mentc haCld lo" otro& cinc:o 

serotipos capsulares de lhn, el ""rottpo b requiere de 

anticuerpos especlficos para iniciar las dCt1vldades de 

protec:c:ión medl,..da• por el co1111>lemenlo <Crosson y cols. 

1976¡ Barra y cols 1988). El papel que puedan Jugar las 

protelnas de las .,embranas de la pared celul.ar !PME) como 

estructuras importantes en la patogenicidad de H.lnfluenz.ae, 

no ha sido esclarec:ido todavia <Robbins y cols. 1981¡ Grannoff 

y Weinberg 1988¡ Husser y c:ols.19851. 
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Hay evidenc:ias experimentales, de que las fimbrias 

capacitan al microorganismo para adherirse a las superficies 

muc:osas del huésped <Guerina y c:ols.1982; Pic:hic:hero y cols. 

1982; Apicella y cols. 1984), pero el papel de esta estructura 

en la invasión del torrente san9utneo na ha sido determinado. 

H.lnfluenzae, asl como otras bacterias invasivas del 

tracto respiratorio, producen proteinasas que degradan lgA. 

Su substrato es la inmunoglobul ina humana IgA subclase 1. 

Esta enzima, rompe una sE:."cuencia especifica de a11inoácidos 

de la región bisagra del anticuerpo , lo que posiblemente 

bloquea los n¡ecanismos localc'3 de inmunidad especifica 

del huésped, facilitando la pnnetraciOn de I~ bacteria a los 

tejidos <Bricker y c:ola.1983>. 

Estudiog sobr~ prwvalanc1a da ll' resistencia d1t Hinb a 

los agentes ant1microb1Anos do mayor u~o en Mé~ico, 

!Guisc:afré y co1s:19811 TrBJo y cols.1981¡ Conde y Calderón 

1988>, muestran QUE"' en loa ültimo9 años s• han seleccionada 

cepas resistentes ,a los mismos. Los mecanismos de resistencia 

a los antibióticos en este patógeno se han relacionado con la 

presencia de plAsm1dos. Se ha propuesto que e5tos plAsmidos 

se transfieren entre cepa y cepa mediante mecanismos de 

transformac:ión y de transduc:ción. El determinante genético 

involucrado en la resistencia a las penicilinas es el 

transpos6n Tnt, que codifica para una betalacta1nasa, enzima 
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que rompe al anillo betalactAmico de las penicilinas. La 

resistencia al cloranfenicol está dada por la enzima 

acetiltransferasa (5mith y l~elsey 19891, al trimetoprlm, estA 

•ediada por Ja dihidroxifolato reductasa (de Groot y 

cols.19881. 

FACTORES EPIDEtlllJLOGICOS. 

La epide~iologla de las enfermedades causadas por H. 

influenza• es de gran relevancia. en el Ambito de Ja salud 

póblica mundial. En México, no se dispone de Ja información 

adecuada sobre tasas de morbi1etalidad por enfermedades 

producidas por H. influlHlZa•. Existen reportes sobre la 

frecuencia de ca5os de .. cninqoencefalitiY. bacteriana 

purulenta en niños ho~pilalizadnia •eonores de 5 años, 

que indican que Hinb ~e prus~nta con una frecuencia de cerca 

del 301 en relacion con otros agente~ etiológicos bacterianos 

<Calderón y cols.1905; l\rrudon<lo y c:ols.1997¡ Gooz.Hez y 

cols.1988; LOpez y cols. 1990 l. Molinar! (19701 reportó que 

H.influenz•• b fué la pri,.vr.a cau•• de 1nenin9oencefalitis 

purulenta, durante un año du estudio~ La inortalidad de niños 

con •enin9oenccfaliti5 por Hinb internados en hospitales 

pediátricos de la ciudad de Mexico es del 77. <Mascareñas, 

datos no publicados). A pesar de que la mortalidad ha 

disminuido por el tratamiento adecuado y oportuno con 

anti•icrobianos, del 35 al SO'l. de los pacientes que se 

recuperan, sufren serias secuelas neurológicas resultantes de 
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la meningitis, entr·e las más comunes están el retraso mental 

y del desat't~ollo, ceguera, so1~dera, hidrocefalia, parálisis 

espllstica y ataxia entre otras <Sel! y cols.1972; Muñoz y 

co!s.1978; Bonadio 1987>. 

Haemophilus influenzae es el agente causal de 20,000 

casos de meningoencefalitis por año en los Estados Unidos y 

5,000 casos de otras enfermedades invasivas y bactere~ia sin 

foco séptico <Fraser 1982). Estudios prospectivos recientes 

basados en la sobrevivencia de la poblaciOn afectada, denotan 

que 1 de cada 200 niños, tiene la probabilld•d de adquirir 

alguna enfermedad invilsiva por Haemophllu• lnfluenz•• antes 

de cumpli1• los 5 afias <Center& for Disease Control,1985). La 

tasa anual para men1n9oencef~l1t1s ~n ~sa p•t& , es de 50 

casos por cada 100,CJ(JO habitantf.~t¡,. da los cuales la mayorta 

corresponden a niños mcmot'P.!:\ dtt ~ años. Tuf"ck, (1982) ha 

reportado que de la poblac16n d~ ~dultos Ganas en los E.U.A., 

un 2 a 41. son portí\dore~ dt~ H. influttnz•e ~n al t17acto 

r~spiratorio superior .. 

Existen diversas publicac1ones 1 que han enfocado sus 

estudios sobre los factores do r1es90. En la mayorta de ellas 

se establece que la edad, es un factor importante que influye 

sobre la ocurrencia de la infección men1ngf.tica por Hinb 

<Fraser y cols.!973>, el grupo más afectado es el que 

comprende a niños de seis a once meses de edad, en contraste 

con el 751. de casos de otras enfermedades invasivas por Hinb, 
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que corresponde a niños menores de veinticuatro meses 

<Granoff y Hunson 1986). Existen otros factores del huésped 

que favorecen la enfermedad como los genéticos, el estado 

inmune, el estada nutricional, el sexo, etc. <Feldman y cols. 

1976; Warren y Tyler 1979). 

CONTRCL DE LA ENFERHEDAD. 

Actual.ente, existen dos vacunas para Ja prevención de 

las enfer~ades invasivas causadas por H. influenza•, sin 

ellbargo ninguna de ellas protege a los niños 11enores de 24 

aeses, periodo de edAd donde es mayor el riesgo (Anderson y 

cols. l'i172; Granoff y Hun,.on 1906¡ llarrison y cols.1'i189l. 

La pri.era vacuna c•5t.\ c:onsl1tufda por el polisacárido 

capsular tipo b y fué rvaluAda inicialmente en niños 

finlandeses <Peltol~ y ~ols.1904>. Esta vacuna es 

in111unogéoica cuando "!.eo adlftinistra a niños mayores de 2 años, 

sin embarg:o ]05 n.enores du u-lta edad no responden 

eficientemc.~te con titulas protectores de anticuerpos contra 

el poliribosilribitol- fosfato <PfiP> IGranoff y 11unson 1986; 

Insel y cols. 1987>. Por Jo tanto, se intentó la evaluación 

de otra vacuna, ta cual consist• del polisacárido capsular de 

Hinb acoplado al toxoide dift~rico. Este co111plejo ta111POCO 

resultó efectivo ya que no protege a niños menores de 18 

meses (Shneerson y cols. 1984; Centers for Disease Control 

1985; Granoff y Hunson 1987). Ade•As, un estudio sobre casos 
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de epiglotitis entre niñas vacunados y no vacunados, mostró 

una mayor proporción de pacientes con epiglotitis por Hinb en 

los niños vacunados <Marchant y cols.1989; Heterington 1989). 

Al parecer, Ja inmunidad protectora en contra de las 

enfermedades por Hinb, está mediada en gran parte por 

anticuerpos anticapsulares, estos poseen in vitre actividad 

opsoni~ante y bactericida mediada por el complemento, y 

pr·evienen de infecciones e>:perimentales CSchneerson y cols. 

1980 y 1984; Kaythy y ccls.1983; Musher y cols.1986). 

En virtud de que los resul tado!I obtenidos con la 

aplicación de estas vacuri;H\ en niño5 menores de 24 meses no 

han sido satisfactorios, pr~valuca Ja n~cesidad de investigar 

otras estructur~'s antí<Jt~n1cas dt~ c~nt11 m1croor9anismo, como 

posibles c~ndidatos pbrA inducir· 1·espue5tas protectoras. 

Los antf9enos ~upar11c1ale~ no capsular~& de Hinb que 

pudieran considararse como c:andtdatos para la elaboración de 

vacunas son: los 1 ipopolosac~r!dos <LPS>, las fimbrias y las 

protetna5 que se cncuentrAn en la membrana externa de Rste 

patógeno. Se conoce relativamente poco acerca de la 

estructura antigenica y del potencial 1nmunogenico del LPS y 

de las fimbrias de Hinb (Anderson y cols.1972; Apicella y 

cols.1984¡ van Ham y cols.1989). Recientemente se estA 

investigando a dichas protelnas sobre su utilidad como 

marcadores epidemiológicos (Loeb y Smith 1982¡ Takala y co!s. 

1989) y su posible inmunogenicidad tanto en animales como en 
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humanos Clam y cols.1980; Hansen y cols. 1982; 6ulig y 

cols.1984¡ Kimura y cols. 1985; Takala y cols. 1989). 

Evidencias obtenidas a partir de estudios hechos con 

sueros humanos <Anderson y cols.1972) y de animales de 

laboratorio C6ranoff y Rocl:well 1978), han indicado que los 

anticuerpos especificas en contra de componentes 

superficiales no capsulares de Hinb, parecen tenvr un papel 

importante en la intnunidad humoral en contra de la enfermedad 

sistémica por Hinb. Antisuero tanto de conejos, ratas y 

ratones como de humanos, preadsorbidos coo PRP y/o LPS, no 

pierden su capacidad de el imín~r a la bacteria en sangre, 

mediante mecanismos opsont~ante y bactericida CHansen y 

cols.198~¡ Granoff 1987). Anticuerpos monoclonales obtenidos 

en animales y dirigidos hacia las prolelnas de membrana 

externa <PME> de Htnb, d9moslrAron 11clivldad protectora en el 

modelo eupenmonl"l d<> r"t"s lai:tanles CHansen y cols.1981). 

Otros estudios e><per1mr.ntaltts han demostrado que las 

protelnas de membrana <>Kterna de IHnb, a diferencia de las de 

membrana interna, inducun un estddo de protección mcis 

eficiente contra el 1·eto de :500 X DL 50 del microorganismo 

virulento Clam y cols.198(1) • Granoff y Munson !1986), 

aislaron una protelna de 43 kOa , que protegió animales 

la~tantes contra bacteremia por Hinb. Otros investigadores 

han obtenido los mis1nos resultados contra una PME con peso 

molecular de 98 kDa CMunson y cols.1983>. 
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Sueros de humanos preadsorbidos con PME pierden la 

capacidad de fijación de C3, la cual reside en la fracción 

lgG del suero, se concluye por lo tanto de estos resultados 

que las opsoninas predominantes en estos sueros, son 

anticuerpos dirigidos en contra de las PME (Heterington y 

c:ols.1989>. 

Actualmente no se dispone de un agente biológico eficaz 

para la protección de la población infantil 11As susceptible a 

la enfermedad meningltica por Hinb. Si c:onsideralk!s que la 

frecuencia de este padacimiunto es -...y alta y que el número 

de secuelag ncurol09ícas resultant~s es significativo, AdemAs 

de tomar en cuenta el aucneoto de cepas resistentes a los 

antimicrobi•nos, el do5~~rollo de nu~vas vacunas si9ue aun 

siendo el objetivo dr. invnstig .. 1ciones tundienles a lograr un 

antf9eno adecu~do pdra ~ur ulíli~ado en la in.unoprofilaxis 

de esta enfermedad falal e inc:apoc i tante. 

11 



OBJETIVOS 

El objetivo general del presente trabajo consistió en 

la identificación de las proteinas de membrana externa de 

Haemophilus influenzae b, que son reconocidas con una mayor 

frecuencia por anticuerpos IgG de niñas con 

meningoencefalitis producida por este microorganismo, con el 

propósito de contar con la información preliminar que 

contribuya a la elaboración de nuevas vacunas o reactivo• de 

diagnóstico. 

Los objetivos especificas fuuron1 

- Establecer el patrón electroforético de las PME de cepas de 

Hinb, para su comparación como capas da referencia, con los 

perfiles electrofor1Hlco& de copas prevalentes en la 

población du niño• mexicanos. 

- Identificar a las PME de Hinb qu• •on reconocidas con una 

mayor frecuencia por los anticuerpo~ l9G, presentes en los 

sueros de niños sin antecedentes de meningoencegalitis. 

- Contar con la información inicial que contribuya a la 

elaboración de mejores vacunas en contra d• Hinb. 

- Identificar la antigenicidad de dichas proteinas para 
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su posible utilización en procedimientos especificas 

de diagnóstico de enfermedades invasivas por Hinb. 

13 



MATERIAL V METODOS. 

CEPAS BACTERIANAS. 

Se emplearon dos cepas bacterianas de Haemophilus 

influenzae serotipa b: HU y HZ, ambas se aislaron del liquido 

cefalorraqu1deo de pacientes con meningoencefalitis. La 

primera fue donada por la Ora Celia Alpuche del Hospital 

infantil de Mé•ico "Federico Gomez", la segunda procede de la 

colección de cepas aisladas en el Hosp1t<>I Raritan Val ley, 

Greenbrooi' N. J •• E.U.A., m1sm~ que sa ut1l1zO ccffio copa de 

re'flH·enc i a. 

Las cepas bacter1 .. ,n.':l'i ~.c.? ccnsf..'1"J~ran l 1c11l1~ada~ en 

leche descremada estOc-11 ~1 :o% o un 9ltcerol al 20 % y se 

almacenaron a - 70º e ~~~ta ~1 mom~nto de su uso. 

PRUEBAS DE IDENTIF!CACION. 

Los c1·iter~sos que !e toma1·on para óeterminar la 

identidad del microorq¿.n1srr.o fue-ron: i) t1nción de Gram, 

ii) requerimientos nutricionales de los fetc:tores de 

crecimiento: nicotinamida adenina-dlnucleótido !factor Vl y 

hemina (f;,clor Xl iiil serotipificación con antisuero b 

especifico <Difcol ivl producción de ornitina descarboxilasa 

e indol, ambas pruebas se verificaron en medio MIO al cual se 
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le afiadió liquido de Fildes al 3 Z <Fildes,1920) 1 la ornitina 

se apreció por el vire del indicador a un color púrpura y la 

producción de indol se detectó afiadiendo unas gotas de 

reactivo de Kovacs v) la producción de ureasa se detectó en 

el medio caldo urea, enriquecido con liquido de Fildes. 

AISLAMIENTO DE PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE PAREO 

CELULAR !PMEl. 

Las cepas liofili:adas o conservadas en glicerol, se 

sembraren sobre placas 11·escas conteniendo gelosa infusión de 

cerebro cora:ón <ag.lr SH!-Bioxon), suplementado con 1 !quido 

de Fildes al 5Z y so incubaron a 37 ºe durante 18 h. Para la 

obtención de la bioma~a cclul~r bActe1~t~na se utilizaron 

matraces Er-lenmt~yer da 5(10 ml, conteniendo 250 ml de caldo 

infusión ccrebro-corim:On <OHl-E\uxon> suoJemcntado con 

liquido de Filde~ al 5 Z <Ftldes 19~0), los matraces se 

inocularon con un volumr.n del 2 l. de una suspen5ión 

bacteriana crecida pruvuunente durante 16 horau en el mismo 

medio liquido y se incub,,ron con a9itt1Cl6n a 37ºC durante 12 

h. Una vez que el cultivo alcan:ó la fase de crecimiento 

logarltmico tardio, las cólulas c;e cosec.haron en una 

centrifuga refri9erada Sorvall RC-SB a 11,000 x g durante 10 

min. Los paquetes celulares se resuspendieron y se 

centrifugaron dos veces con amortiguador de Tris O.OIM, pH 

7.5 para su lavado. Se almacenaron en congelación a -1o·c. 
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La membrana externa de la pared c:elular, se aislo 

empleando el método de Yamato y c:ols. (1975). Las c:élulas se 

desc:ongelaron y se resuspendieron en 30 ml de Tris O.OlM, pH 

7.5, se sonicaron a 4°C durante 5 periodos de 15 seg, a 100W. 

Este material se c:entrifugO a 25,000 x g durante 20 min, el 

sobrenadante se decantó y se tomaron muestras alfcuotas de 

8.5 ml que se c:olocaron sobre un gradiente disc:ontlnuo de 

sac:arosa c:onteniendo 7 ml de sac:arosa al 15 X (p/v) en Tris 

0.01M-EDTA O.OIM, pH 7.5 y un c:olchOn en el fondo de 4 ml de 

sac:arosa al 70 X Cp/vl en Tris O.OlM-EDTA O.OlM, pH 7.5. El 

gradiente de sacarosa se c:entrifugO a 60,000 x g durante 6 h, 

en una ultrac:entrifuga Beckman L5-50E a 4 C • La frac:c:iOn 

membrana! ubicadA en la. interfast', Ge colectó y se le 

denomino frac:c:ión de membrftna total CFMT>. La FMT se 

resuspendiO y se dializo contr~ Tris O.OlM pH 7.5 durante 24 

h. Posteriorment.,, 11e c11ntr1fur;¡O a 65,000 x g durante 60 

min. El sedimento 5e rouunp~nd16 ~n b ml y r.ste volumen se 

aplicó a un 9radíento d1sconttnuo do sAcarosa conteniendo 2.5 

mi de sacarosa al 15 X <plv> 1 7.:5 mi de sacar·osa al 50 X 

(p/vl y 3.5 ml de sacarosa al 70 X en el mismo amortiguador 

de Tris-EDTA. Se centr1fu90 a ~0,000 x g durante 14 h, la 

fracción situada en Ja interf11s~ entr~ el 50 y el 70 'Y. de 

sacarosa, rica en protefnas de membrana externa se diali:ó 

contra Tris O.OIM-EDTA O.OIM durante 36 h. Las muestras se 

liofilizaron y se almacenaron a -70 ° c. 

La c:onc:entraci6n de proteinas de la fracc:i6n PME, se 
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determinó por el método de Lowry y cols. 11951J. Como estándar 

se usó albúmina bovina !Sigma). 

EXTRACClON DEL LIPOPOLISACARIDO <LPS>. 

Para obtener el LPS de H.influenzae b HU, se usó el 

método de Westphal <Kwapinskí, 19721. La masa bacteriana 

crecida en medio liquido durante 12 ha 37 ºe, se cosechó por 

centrifugación y se resuspendió en 20 ml de agua bídestílada. 

Se añadieron 32 ml de fenol al 95'l. CMerckl (previamente 

licuado con calor>, esta mezcla se incubó en baño de agua 

con agitación durante 30 min a bB'c, después se centrifugó a 

3,000 x g durante 15 m1n¡ <>l sobrrmadante se decanto y el 

sedimento se lavó con ~O mi d~ agua bidestilada. La parte 

acuosa se mezcló con ni primer sobrenadante y se dializó 

durante dos dlas contra M¡u.a corrlent11 y durante un dla 

contra agua destilada para eliminar el fenol residual. 

Después, se centrifugó a b,000 x 9 durante 15 min, el volumen 

del sobrenad .. 1nte 51! reduJO has.ta ZO ml mediante liofilización 

y se le ai;¡regó un volumen igual de alcohol etilico frlo. El 

precipitado formado se separó por centrifuc;¡aci6n a 6,000 rpm 

durante 15 .,;n y al 50bren .. dante se le añadieron 5 11olómenes 

más de ali:ohol etlllco fria. El lipopolisac.irido se 

sedi~entó por centrifugación a 7,000 rpm durante IS min, se 

resuspendi6 en agua bidestilad•, se liofili:6 y se almacenó a 

4 e hasta su uso. 
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SUEROS PROBLEMA. 

Con la finalidad de identificar a las PME de Haemophilus 

influenzae b c:epa HU, qLte son reconocidas por ant icl.terpos 

IgG de niños enfermos, se estudiar"on mediante 

inmunoelec:trotransferenc:ia 16 sueros de pacientes entre 5 

meses y IQ aRos de edad internados en el Hospital Infantil de 

Mét:ico 11 Federic:o GOme:••, a causa de menin9oencefalitis por 

Haemophilus influenzae tipo b. En todos los casos el 

di•gn6stico de Ja enfermed•d se confirmó por co•glutinación 

positiva me~1ante la p1~ueba de L~t~H y por cultivo a partir 

de liquido cef~lorraquldeo. De los casos confirmados por 

cultivo y serol~9i3 positivos, ~~ obtuvJeron los sue1·os • 

partir de ~uestr·~s de s~n9re. 

De estos sue1·os, 9 d~ ~Jlo~ fueron obtenidos durante la 

f~se aguda ~Q la on1e1·mpdad, <len pr·1mnros 15 d1as). Los 

rest~ntes ~e obtl1v101·on dn ntRos convalec1~ntes y se tomar~on 

entre los d!as 30 y 40, de~~u&s d~l 1n1cio de los síntomas. 

Todos los suer~os s.e mant1..1v1eron a -71) = C, ha$tA el momento de 

SU 1..tSO. 

SUEROS TESTIGO. 

Se incluyeron en este grupo, sueros de 20 niños entre 

3 meses y 8 años de edad, sin antecedentes de 
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meningoencefalítis , internados por problemas quirúl"gicos o 

por otras causas no infecciosas. Estos sueros se almacena.ron 

en congelación hasta su uso. 

SUEROS PE RATON. 

Un grupo de ó ratones blancos sui:rns de la cepa CD-1, 

con peso de 25 9 '! 2 9, se i nmun i ::aron por v 1 a subcutánea 

cada 7 d!as durante 4 semanas con 50 µ9 de LPS de Hinb cepa 

HU, l'esuspendidos en solución salina fisiológica de NaCl 

0.15M, cada 7 dlas durante 4 semanas, siete dlas después de 

la última inmunl:aciOn los ratones se sangraron poi" punción 

cat"dlaca y el su1wo obtenido, se idmacenó a -?O C. 

ELECTROFORESIS, 

Laia PME da fltn.b.-s c.~p~s dC!' Hinb 1 'l5f! sapAraron 

por clect1•ofores1s s~9ün .,1 motodo de Laemml i < 1970>, usando 

poliacr1l~mlda al ~X, pH e.o en el gel concentrador y al 10 

X, pH 6.B en el 9el sepArAdor. Estos geles se prepararon a 

pa1·ti1~ de una ~oluc1on madr·~ conteniendo pol1acr1lamida al 30 

X y N,N-bis-n.etilan~crilamida al •:>.8 'l.. Las concentraciones 

fin,.les de N,tl,ll",N'-tetralh1>tll-etílendiamlna (TEMED> 1ueror. 

0.03 X en el Qel separador y O.J X en el Qel concentrador. 

Las muestras prot1H,cas se resuspt-ndleron en un amorti9uador 

de solubili:aclOn conten11mdo O.(•b ml de a:ul de bromofenol, 

0.3 ml de de amortlQuador Tris O.SM, pH 6.8, O.ó ml de 
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glicerol al 50 r. y 0.6 ml de SOS al 10 r.. Después de añadir 

a este amortiguador c:onc:entraciones de 50 6 600 ug de 

proteina, las muestras se calentaron a ebullíc:ión durante 5 

mín. Los estándares de peso molecular que se corrieron en 

cada gel paralelamente con las PME, fueron: 

ec::lactalbúmina de leche bovina <14.2 kDa>, anhidrasa 

carbónica <29 kDa>, albúmina de huevo C45 kDal, albúmina 

bovina (66 l:Dal y fosfori lasa b C97.4 l:Da>. Las proteinas se 

sometieron a electroforesis aplicando al gel un voltaje 

constante de 100 v durante 2.5 h. Un segmento del gel se tiñó 

con solución de azul de Coomassie al 0.05Y. en ácido acético 

glacial para determinar la eficiencia de la separación, 

mientras que el resto del gel se sometió a 

inmunoelectrotransferencia. 

Los pesos moleculares de las PME de ambas cepas de H. 

influenza• b, so determln•ron interpolando sus movilidades 

relativas (Rf l en una curva previamente elaborada para los 

estándares, en l• que s- graficaron los valores Rf de cada 

uno de ellos en contra do au poso molecular conoc:ido, en 

donder 

Distancia entre la parte superior del gel y la banda. 

Rf~ --------------------------------~---------------
Distancia de la parte superior del gel al frente 

de azul de bromofenol. 
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lNMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

Para la electrotransferencia de los antic;¡enos protéicos 

(PMEl de Hinb cepa HU, se siguió el método de Tawbin y cals. 

(1979). 

Antes de iniciar el procedimiento, el gel y el papel de 

nitrocelulosa (0,45 µg de paro, Bio-Rad Laboratories.l se 

sumergieron durante diez minutos en el amortiguador de 

transferencia que contenta :Tris 4,5 g, glicina 23 r;¡, metanol 

120 ml y 600 ml de agua bldestilada. Posteriormente se 

ensamblaron el gel y el papel de nitrocelulosa entre dos 

papeles filtro, y ~~ acomodaron en una cámara de 

transferencia <Hoeff&'r 5c1cntific In!>trumentsl, de tal forma 

que el gel quedara orientada hacia el Anoda, La 

transferenc1a &e reali.:6 en pr.,5oncia del mi•mo amortiguador 

durante l hora y media, 11pllca11do una corriente de 65 mA/cm. 

Después du la trarH1ferencl4, el r;¡el se separó y se tiñó 

can azul de CoommasGio como ~e describió arriba, el papel de 

nitrocelulosa se incubó dur•nte lrr1s hora5 en Tris-HCl O.OlM 

y NaCl 0.15M <TBSl conteniendo leche descremada al 4 '/.para 

bloquear y 0.02'/. de nitruro de sodio (azida de sodiol. Para 

determinar la fidelidad de la transferencia de las protelnas, 

se tiñeron tiras de nitrocelulosa sin bloquear, con: amida 

negro al 0.5 '/.en metanal, Acido acético glacial y agua 

destilada 5:115, después de 3 min, se destiñeron can una 

solución conteniendo metanol, Acida acética r;¡lacial y ac;¡ua 
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bidestilada 20:90:100. 

Para la detección inmunológica de las proteinas en el 

papel de nitrocelulosa <no bloqueado ni te~idol, las tiras se 

lavaron c:on amortiguador TBS y se incubaron durante dos horas 

en presencia del suero de pacientes, diluido 1:50 en 

amortiguador TBS conteniendo leche descremada al 5% • 

Enseguida se lavaron durante 5 min, para posteriormente 

incubar por 2 h en presencia del conjugado de peroddasa a 

IgG de cabra anti-IgG humana <BloRadl, en una dilución 1: 1500 

en el mismo amortiguador TBS. Después de la Incubación con el 

segundo anticuerpo, las tiras sa lavaron 3 veces durante !O 

min en TBS y un lavado con amort1ouador de Tris-HCl !O mM, pH 

6.8 <TBI durante 5 m!n. P•ra drmostrar la formación de 

complejos inmunes, s~ a9rc90 el ~u~trato de la peroxidasa, el 

4-cloro-1 naftol <S1oma Chem. Lab.l al 0.3 X en 1 volumen de 

metano!, 4 volumene1< de AT y H,O.al 30 f. y se esperó hasta 

que aparecieran las band""· LA.s proteina,¡ del gel, !ie 

correlacionaron con las trAn5fnridA5 al papel de 

nitroc:elulos11 y se determinaron les pesos moleculareli de las 

PME reconocida~ como ant19enon por los anticuerpos presentes 

en los sueros probados. 

Con la finalidad de determinar la presencia de LPS 

bacteriano que pudiera copurif icarse con las protelnas de 

membrana externa, los preparaciones protéicas se sometieron a 

una electroforesis y se probaron por 
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inmunoelectrotransferencia con sueros de ratones 

hiperinmunizados con LPS de la cepa HU de Hinb en diluciones 

1:50, para estos ensayos se utilizo suero de conejo anti IgG 

de raton (Sigma>, en diluciones 1:1000. 

INMUNODIFUSION. 

Con la finalidad de determinar la presencia de 

anticuerpos sérlcos producidos en ratOn CD-1 hacia el LPS de 

H. influ•nzaw cepa HU, nl suaro de los animales inmunizados 

como se describió antP.5, 5U &om~ttó a inmunodifusión en gel 

de acuerdo con "l método de Ouchturlony <1972>. 

El gel se preparo con ac¡arosa al l'l. en amortiguador de 

fosfatos 0.051'1, pH 6.0 conteniendo NaCl 0.02M y Mertlolate al 

O.Ol'l.. Se prepararon c¡el1>5 d1> aproKimadamente 2 mm de 

grosor sobre portaobjetos, con un sacabocados se hicieron 

ori'ficios de 3 mm de diámetro. A cada pozo se i'lñadieron 

muestras al !cuotas de 25 µl. El anti geno LPS 1370 ~1gl se 

colocó en los pozos centrales y el suero de ratón anti-LPS o 

un suero testigo de ratón sin inmunizar, en los pozos 

periféricos. 

El suero sin diluir o sus diluciones hechas en 

amortiguador de fosfatos 0.0511 1 pH 6,8 se distribuyeron como 

se indica en la figura a. La inmunodifusión se efectuó 
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durante 48 h a temperatura ambiente, enseguida se procediO al 

lavado de los geles en solución salina isotónica al 0.97. 

durante cuatro dias. Después, se lavaron con agua destilada 

y se secaron en estufa a 37°C por 24 h. Finalmente, los geles 

se tjñeron durante 45 min en una solución de amida negro al 

o.1r. en ácido acético al 107.. El exceso de colorante se 

eliminó con un lavado de ácido acético al 107.. 
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RESULTADOS. 

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO. 

Las cara.cteristicas macroscópicas, microscópicas y 

serol6gicas de las cepas HU y H2 ut i 1 izadas para este 

estudio, fueron consistent~s con la especie Haemophilu5 

influenza• y el serotipo b, En base a las pruebas bioquimicas 

de identificación, ambag cepas pertenecen al biotipo 1 

descrito por f:ilian <197bl, 

ELECTROFORESIS. 

Se realizó el anAlisls 1?loctroforót1co do las proteinas 

de membrana e~terna do 1 as cepas H2 y HU de Haemophilus 

influ"'1za• serotípo b, a cada uno do los 9eles preparados se 

añadieron 50 ug de proteina de cada cepa. Se estimaron los 

pesos moleculares de las banda5 mAs intensas , por 

comparación de sus movilidades en el gel con las de 

estándares de peso molecular conocido (Fi9 ll. Los resultados 

mostraron 12 bandas de proteina de la cepa H2 y 14 de la cepa 

HU. Las PME de la cepa HU mostraron un perfil protéico 

similar al subtipo lL de acuerdo con el sistema de 

subclasificación de Barenkamp y cols. (1981), tanto por el 

patrón evidenciado por las protelnas con pesos moleculares 
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entre 25 y 40 kDa, como por la presencia de una protelna de 

49.kDa. La cepa H2 de referencia mostró un patrón similar al 

subtipo lH del Mismo sistema de subclasificación para las 

cepas del serotipo b CBarenkamp y cols. 19811. 

Los pesos moleculares de las protelnas de la cepa H2 

fueron de 16, 27, 35, 36.5, 39, 43, 47, 49, 52, 57, 79 y 82 

kDa, los pesos moleculaf"es de la cepa HJ fueron de lb, 27, 

28.5 1 33, 35, 36.5, 43, 47, 49, 52, 57, 02, 9b y 100 l:Oa. Los 

per1iles el~ctrofor~ticos de ataba~ cepas ~ostraron al9unas 

protetnas de 111c1s dr!' 100 .... 04, .. iunqul!' estas se encontraban en 

baja cantidad (Fi9 !l. 

Al comparar.,¡ p"rrl 1 .,1.,ctrofor~tico de las proteínas 

de ambas cepas, se obs<!rvO qua lii\'S bantJ.as de proteina con 

pesos molecular"s di!! W. 5, 33, 9b y 100 l'.Da presentes en la 

cepa HU no estuvieron presente~ ~n la cepa H2. Asir111smo, se 

observó que las bandas de prot~tna coo pesos .aleculares de 

37 y 79 kDa presentes en la c"pa H2 no "staban presentes en 

la cepa HU .. De acuerdo can la anterior, la cepa HU mostró un 

84.67. de homotogla con respecto a la cepa H2 usada como cepa 

de referencia (para hacer este cc1.lculo se esti•aron las 

correspondencias entre las bandas de arnbas cepas). Las 

protetnas que se observaron en .ayor concentración fueron las 

de 27 y 43 kDa <Fig 1l. 
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FIGURA 1, ELECTROFORESIS EN GEL DE PDLIACRI
LAPIIDA-SDB, DE LAS Pl1E DE LAS CEPAS 
H2 y HU DE Hll!llODhilu! inflUWflZ!I b. 

PM 

97 

66 

" 29 -.. 
'.e-: 

(:. 

14.2: 

1 b 

Fotogr•fla de un gel teñido con azul de Cooma
ssie. Se colocaron 50 µg de protelna (PMEl a cada 
carril. (al cepa de referencia H2¡ (bl cep• HU. El 
peso molecular de los est4ndares utilizados, se 
indica con las flechas. 
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA. 

Sueros Problema 

Las PME de la cepa HU de Haemophilus influenzae b 

separadas por electrofo1·esis en gel de poliacrilamida-SDS 

y electrot1~ansferidas a membrana de nitrocelulosa, fueron 

confrontadas con 5ueros de pacientes en fase ai;.,uda y de 

convalecientes para analizar cualitativamente la respuesta de 

anticuer·pos hacia eso~ anttgcno~. La5 b~ndas de proteínas 

reconocidas por cada ~\Ut?l'•o, 1ut.'ron tdcnti ficadas mediante su 

compart)C i ón con las bandi1U cor,..u5pond 1 l:'n tc5 a los anti 9enas 

protéicos de 11:1 ct~pa HU, pr-l'\\entes en tiras testigo de papel 

de nitrocelulosa que: so tiñeron con ,1mido neqro al O.S'l.. 

El an~lisis permitió h~cer una estimación cualitativa de 

la reacciOn antlgeno-anticuerpo, con base en la Intensidad de 

calor observada para cada uno do los antfgenos sobre las 

tiras de nitrocelulosa, parA ello s~ dieron valor·es de cero 

unidades arbitrarias <UA> en donde no hubo reacción; UA 

cuando se observó una reacc i On déb iJ; 2 UA cuando la reacción 

fué moderada y 3 UA cuando la reacción fué Intensa <Figs 3,4 

y ól. 

Los resultados mostraron heterogeneidad en el 
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reconocimiento de las PME de paciente a paciente: algunos 

suepos reaccionaron con pocas moléculas, otros reaccionaron 

con la mayorla de ellas. De los lb sueros de pacientes 

estudiados, 15 tuvieron anticlt(?'rpos de Id clase I9G 

detectables en contra de lit!! PME de H. !nfluenzae b y 

sol amen te un suero de un PtlC: i ~n te Qn f rl.se aguda re su 1 tó ser 

nega l i va. Los pesos mo 1ecu1 a1~L'-s du l" bandas reconocidas por 

los pacientes vr1riaron t!ntrL• :!7 ~-Da y urh"\ p,.oteJna de 100 

kDa. 

Los sueros de p~c1t:n1tlHi íi'n fase a9ud• de la enfl?rmedad, 

eran de niños con edddas entre 7 moses y d1e::: años, 8 de los 

9 sueros probadoiz., tuvieron i\nticuorpos IqG que reaccionaron 

con 2 o mas protefnas de membr.'lncl e>elernd de Hinb; el número 

de protefnas que los anticuerpo~ rl!conoc1eron varió entre 2 

y 9. Los sueros reaCcionaron más frecuentamente hacia las 

protelnas de 27 (88.8'l.l, 36.5 (66.6%>, 52 <66.b'l.l y 96 

(66.6%) l<Da (el porciento se estimó en base al nllmero se 

sueros que mostraron respuesta positiva de reconocimiento 

hacia cada PME, con respecto al nUmero total de sueros de 

cada grupo estudiado), cuadro 1. No se detectaron reacciones 

de anticuerpos hacia las protelnas de 28.5, 33, 47 y 100 kDa 

(cuadro ll. No hubo correlación entre la edad del paciente y 

el número de proteinas reconocidas, ni ccn el peso molecular 

de éstas. La respuesta de anticuerpos con algunos de los 

sueros obtenidos durante la fase agllda mediante el método de 

inmunoelectrotransferencia <IET>, se muestran en la figura 2. 
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PME 

CUADRO l. ANTICUERPOS DE CLASE IgG PRESENTES EN SUEROS DE 
NIÑOS CON l'IENINGOENCEFALITIS POR Hinb, QUE REACCIONARON CON 
PROTEINAS DE "Et1BRANA EXTERNA DE H.influenzae b CEPA HU. 

<kDal Nl•mero de NL1mero da ML1rner·o de 
pacientes oi\c:1ent.es niños 
fase aguda i i'l.) convulec:.~ (;:) te=:tii;io * <;O 

b e 
16 (1/9 o (1/7 (1 (l/~I) 

'27 8/9 08.8 b/7 05.7 10/~I) 

28.5 (•/9 o '::!.17 :ia.::. (J/~(I 

:.3 (1/9 o 017 (1 (t/~1) 

35 '2./9 :::.2 417 r:;-·1 ,,, 1)/~0 

3/,.5 b/9 tJb.6 317 '12.8 1 l i::(• 
43 5/9 55 511 '/l. 4 l /~(I 
47 •)/9 (• 117 14. 2 (1/:'0 
49 2/9 22. :.' ;:17 :'8.5 1..)/::!(J 

52 b/9 66.6 4/7 !'J"i (l/~(I 

57 "J/9 .;, ~· • .> -¡;,¡ 7 "/! 7/2(1 
82 5/'I ~!), ·:.17 •I'::!. t)/=r) 

96 6/'J 66.6 717 J •)(1 ::.;:t) 
100 0/9 1) 217 :!ü.'5 (1/2(1 

-,100 ';;./9 :?~.:.' •117 !j/ l~t/::.'O 

• Núaero de sueros que reaccionaron contra proteinas de 
membrana externa, sobre el nllmero total de suet·os probados 
para cada grupo. 
En el grupo testigo, se incluyeron 20 sueros de niños sin 
antecedentes de meningoencefalitls. 
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FIGURA 2. INHUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PME DE 
Haell!Ophilus influenzae b CEPA HU,EN PRESENCIA DE 
SUEROS DE PACIENTES CON 1'1ENINGITIS. 

23456 7891011 

A e e 

Se muestran las bandas de protelnas reconocidas 
por los anticuerpos presunte'S en los sueros 
estudiados. Al sueros de pacientes on fa!I• aguda 
<1-6>, el suero 1 no mostró reconocimiento de las 
PHE; B> sueros de Pilc1entes en fase convalecien
te (7-111; C> con el propósito de verificar la 
ausencia de LPS en las Pl'1E transferidas, se 
incluyó este control con t1uero de ratón 
hiperinmune anti-LPS, bajo estas condiciones no 
se detectó contaminación con LPS. 
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La concentración de IgG en los sueros probados se estimó 

cualitativamente en función de la intensidad de color debida 

a la concentración de los reactantes (antígeno-anticuerpo) en 

el papel de nitrocelulosa. La figura 3 muestra que la 

reacción antlgeno anticuerpo fué m~s intensa para las bandas 

de: 27, 36.5, 52 y 96 kDa. La protelna de 27 kDa fué la que 

tuvo la mayor intensidad de reacción can un valor de 20 

unidades arbitrarias <UM, seguida de las de 52 kDa y 36.6 

kDa con 12 UA y f inalmrmte la de 96 l:Da con 10 UA. 

Todos los su~ros de pacientes convalecientes cuyas edades 

oscilaron entre 5 meses y 10 a~os, tuv1e1·on anticue1·pos IgG 

dir'igidos en contr•a de var1~s protnln~~ de mQmbr~na externa 

de Hinb. El numero de pro te ln.a~ r·econrJc uJa5 por suero, varió 

entr~e 3 y 10. La ro$pu~~tn fuó muy diversa entre suer·o y 

f1·ecuentemente hz1cla las f)rotr.tna.!:> de.- 27 C85. 7'l.>, 4'3 (71.4./.), 

57(71%> y 96 kDa <IOCl'l.>. No ~o d.-,tuctaron respuestas de 

anticuerpos haci.1 las protulnaB de 16 y 33 l:Da <Cuadro ll. 

En estos sueros tampoco hubo uno correlDcion entre la edad 

de los pacientes y el numero de protetnas reconocidas, ni el 

peso molecular de las mismas. La respuesta de anticuerpos 

lgG presentes en algunos de los sueros convalecientes 

estudiados que reaccionaron con PME, se muestra en la figura 

2. 

Las proteínas que reaccionaron con mayor intensidad 
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FIGURA 3. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA 
REACCION ANTIGENO (PME)-ANTICUERPO (lgG), MOS
TRADA POR LOS SUEROS DE LOS PACIENTES EN FASE 
AGUDA DE LA ENFERMEDAD 
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Se grafic•ron valores arbitrarios• de acuerdo con 
las intensidades de r~acción A9-Ac observadas en el 
papel de nitrocelulosa <CPME- IgG humanaJ -anti lgG 
huma.na pt?ro>:id111da>, para cada una de las F'ME, en 
presencia de los $Ueros de niños en fase aguda. 
• Los valores arbitrarios son una estimación 
apro):imada de la concentración de anticuerpos 
presentes en los sueros de los niños <se asignaron 
valores de O en donde no hubo reacción¡ 1 cuando se 
observó una reacción débil¡ 2 cuando la reacción 
fué moderada¡ 3 cuando la reacción fué intensa>. 
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con los sueros convalecientes, fueron las de 27, 52 y 96 kDa 

<Fig 4l. 

Comparativamente con los sueros de pacientes en fase 

aguda, los sueros de pacientes convalecientes presentaron 

respuestas de mayor frecuencia hacia las protelnas de 28.5, 

35, 43, 47, 49, 57, 96, 100 y hacia una prote!na de m~s de 

100 kDa Las PME de 28.5, 47 y 100 kOa, reaccionaron 

exclusivamente con los sueros de pacientes convalecientes. En 

contraste los sueros de pacientes en fase aguda respondieron 

con una mayor frecuencia hacia una protelna de 36.5 kDa. 

Ninguno de los sueros probados reacciono con la proteina de 

33 kDa. 

Suero• Testigo1 

En este estudio, so UKamlnó la reacción hacia las PME 

de Hinb cepa HU con 20 sueros da niños sanos. Los resultados 

mostraron también heterogeneidad en el reconocimiento de las 

PME entre los sueros testigo. De los 20 sueros probados, 18 

tuvieron anticuerpos IQG detectables contra las proteinas de 

H. influenza• b. 

La respuesta de anticuerpos lgG de sueros de niños con 

edades entre 6 meses y 8 años, estuvo dirigida hacia las 

bandas antigénicas de 27, 36.5, 43, 57 y 96 kDa <fig 5l. Los 

antlgenos que fueron reconocidos con mayor frecuencia fueron 



FIGURA 4. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA 
REACCION ANTIGENO (PME>-ANTICUERPO (lgG), MOS 
TRADA POR LOS SUEROS DE PACIENTES CONVALECIENTES. 
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Se graficaron valar~es arbitrarios• de acuerdo con 
las intensidades de reacción Ag-Ac observadas en el 
papel de nitrocelulosa < C PME-l9G humanal-anti-I9G 
humana peroxidadal, para cada una de las PME, en 
presencia de los sueros de pacientes convalecientes 
• Los valore5 arbitrarios son una estimaciOn 
aproximada de la concentración de anticuerpos 
presentes en el suero de los pacientes 
convalecientes ( se designaron valores de O en 
donde no hubo reacción¡ 1 cuando se observó una 
reacción débil; 2 cuando la reacción fu* modera
da; 3 cuando la reacción fu* intensa>. 
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FIGURA ~. INt1UNDELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PHE DE 
Ha•mophilus influenza• b CEPA HU, EN PRESENCIA 
DE SUEROS DE NIÑOS TESTIGO. 
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La fotogratia muestra las bandas de prote!na 
rec:onor:idas por los antir:uerpos de r:lase lgG, 
presentes en 14 de los 20 sueros del grupo 
testigo. Los pesos moleculares de los 
estándares se muestran a la izquierda. 
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las proteinas de 27 y 36 l:Da, no hubo reconocimiento hacia el 

resto de las proteinas. El número de proteinas por cada 

suero hacia las que los anticuerpos reaccionaron, osciló 

entre 1 y 3. La mayorla de los sueros respondieron con una 

frecuencia del 551. o menor (cuadro I>. La respuesta de 

anticuerpos IgB en estos sueros presentó cierta correlación 

con la edad, todos los niños de 2 años y menores presentaron 

una respuesta de anticuerpos hacia las prote!nas de 27 y 3ó.5 

kDa. Los ant 19enos que presentaron una mayor inten1iidad de 

reacción con los sueros t•stigo fueron también las de 27 y 

36.5 l:Da (figura 61. 

Hay que hacer notar qua un 501.. dP. los !iUeros de niños 

testigo, reconocieron a la PHE do 27 kDa, que compar.\ndolo 

con el reconocimi~nto por lou sueros da pacient&s en fase 

aguda y sueros controle&, fuó mayor on astas Ultimas con 

88.8 l. y 85.7/. respectivamente (figura 7 y cuadro 11. En este 

mismo sentido, ni 5:5/. cl11 Ion nlilos testi90 reconoció a la Pl1E 

de 36.5 contra un 66.61. y un 42.81. de los sueros de pacientes 

en fase aguda y de pacientes convalecientes respvctivamente. 

Finalmente la protelna de 57 kDa, también fué reconocida por 

los sueros de niilos testigo con un 357. y por los sueros de 

convalecientes en un 757. (figura 71. 
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FIGURA 6. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA REAC
CION ANTIGENO <PMEl-ANTICUERPO (lgGl, MOSTRADA POR 
SUEROS DE NIÑOS TESTIGO. 
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Se gra'ficaron valores arbitrarios• de acuerdo con 
las intensidade& de reacción Ag-Ab observadas en el 
papel do nitrocelulosa ( C: PME-lgG humanaJ -anti-lgG 
humana peroxidada >, para cada una de las PME, en 
presencia de los sueros de niños teatiQo. 
• Los valores arbitrarías son una estimación 
aproximada la concentración de anticuerpos lgG 
pre5entes en los sueros de los ni~os testi90 (se 
asignaron val ores de O en donde no hubo rea ce ión; 
1 cuando se observo una reacción débil; 2 cuando la 
reacción fué moderada; 3 cuando la reacción fué 
intensa). 
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FIGURA 7. PORCIENTO DE LA RESPUESTA DE RECONOCIMIENTO 
DE LAS PME DE Hinb CEPA HU, POR ANTICUERPOS IgG 
PRESENTES EN LOS SUEROS DE NIÑOS ENFERMOS Y SANOS. 
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Porciento de reconocimiento de las PME en 
función de su peso molecular. ~ sueros de 
pacientes en fase aguda probados¡ SS: sueros 
de pacientes convalecientes¡ l!!m sueros de 
niños del grupo testigo. 
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INMUNODIFUSION. 

Las pruebas de inmunodifusión efectuadas para descartar 

la posible contaminación de LPS en las PME, mismas que se 

realizaron con anticuerpos anti-lipopolisacArido producidos 

en ratón de la cepa CD-1, evidenciaron solo una banda 

definida de precipitación entre la preparación antigénica de 

LPS de H. influenza• b cepa HU y los anticuerpos presentes en 

el suero hiperinmune sin diluir de estos animales. La banda 

visible que correponde al precipitado formado por la reacción 

entre el LPS y su anticuerpo correspondiente anti-LPS dR Hinb 

cepa HU, se muestra on la figura 8. 

40 



FIGURA 8, INl1UNODIFUSION DEL LIPOPOLISACARIDO <LPS) DE 
H.influenzag CEPA HU, EN PRE:SENCIA DE SUERO 
DE RATON ANTI-LPS. 

Fotografla de un gel de inmunodifusiOn. A los 
pozos exteriores se añadieron sueros <hiperinmune 
de ratOn anti LPS> sin diluir y diluidos 1:2, 1:4, 
1:8,1:16 y 1:32, iniciando en el el po:o superior y 
en el sentido de las manecillas del reloj. El pozo 
central se cargó can 379 µg de anttgena !LPS). La 
banda de reacción anttgena-anticuerpa, se indica 
con la flecha. 
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DISCUSION. 

Los ensayos elecroforéticos de las proteinas de membrana 

externa, aisladas a partir de las cepas HU y H2 de 

Haemophilus influenzae b, mostraron un patrón electroforético 

semejante al de otros reportes previos 1 Granoff y Munson 

1986¡ Barenkamp y cols. 1981>. 

Algunos autores han reportado contaMinación de su• 

preparaciones de PME con LPS de Hinb <Loeb y Smith 1982; 

Claesson y cols.1983) Las pruebas de 

inmunoelectrotransferencia y de inmunodifusión para 

determinar la posible presencia de llpopolisac~rido en el 

extracto de PME 1 aqu! resultaron negativas de acuerdo con la 

sensibilidad del mótodo empleado. Esto conduce a interpretar 

que en la preparación de lao PME no so copurificaron otros 

componentes antigénicos como el lipopoltsacArido, resultado 

que confirma la reacción antro ant!currpos lgG de sueros de 

pacientes y las protelnns de membrana eHterna de Hinb. De ser 

esto cierto, nosotros pudimo~ estudiar reacciones anttgeno

anticuerpo que probablemente estén r~laclonadas con 

protección, es decir que las protll'lnas de membrana externa 

pudieran ser inmun6genos import•ntl!'s en la protección contra 

la infección por este microorganismo. 

Estudios preliminares de algunos investigadores han 
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mostrado que anticuerpos séricos hacia las PME de Hinb, son 

protectores en el modelo de rata lactante <Hansen y cols. 

1982; Kimura y cols. 1985; Myerowitz y cols. 1978 Shenap y 

cols. 1983), Existen otros datos que sugieren que 

anticuerpos séricos en contra da antigenos no capsulares, 

tienen un papel importante en contra de la enfermedad 

invasiva por Hinb (Loeb y Smith,19821. L• importancia que 

juegan los anticuerpos dirigidos hacia las PME de H. 

influenzae b en la inmunidad protectora en contra de la 

enfermedad invasiva por este microoroanismo, al parecer 

radica en las actividades opsónica y bactericida mediadas 

por el complemento !Hansen y cols. 1981¡ Granoff y cols. 

1978). 

La clase de antlcu•wpoa quu oen.,ralmente trst.i 

involucrada en estos proce~on da protacción contra la 

enfermedad por Hinb es la lgG, asta as producida comunmente 

durante la fase aguda de la enfermedad y es e•timulada 

preferentemente por antioanos protélcos !Granoff y Munson 

1986). El propósito fundamental de esta tesis, se orientó a 

la determinación de anticuerpos de clase lgG presentes en 

sueros de niños enfermos y no do otras inmunoglobulinas 

séricas, las razones principales de dicha selección se apoyan 

en los conceptos que a continuación se mencionan: 

L• protección en humanos en contra de la enfermedad 

invasiva por Hinb, se ha asociado princip•lmente • una 
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respuesta humoral de anticuerpos de clase 

lgG.<Granoff y Munson 19861. 

Los anticuerpos IgG anti-PME, han demostrado una 

actividad opsOnica para fagocitos neutrOfilos, más 

eficiente que la detectada con anticuerpos lgM (Gray 

19~1 

La actividad protectora a largo plazo, se ha asociado 

con anticuerpos IgG y la respuesta a la mayorla 

de los antlgenos protéicos •s fundamentalmente IgG, 

de la subclase lgGl ( Vella y cols.19901 

- La respuesta primaria hacia antlgenos protéicos <timo 

dependientes), se Inicia con la producciOn de 

inltllnoglobulinas clase lgM, y generalmente después de 

un periodo de 9-10 dlas, so manifiestan las 

in10Unoglobullnas de clase lgO ( periodo que 

correspond• a la fase aguda!, la cual persiste y es 

dominante incluso durante la fase de convalecencia. 

La presencia de anticuerpos que reaccionaron con 

protelnas de membrana externa de Hinb en sueros de niños.~in 

antecededentes de lleflingoencefalitis, podria explicarse •· 

debido a: 



La existencia de epitopos de reacción cruzada entre 

Hinb y otras especies bacterianas. 

Que pudieran ser anticuerpos de reacción cruzada hacia 

epitopos compartidos entre cepas de H. influenzae, 

de otros serotipos diferentes del b O de no 

tipif icables. 

Que fueran anticuerpos adquiridos transplacentariamen

te o durante el periodo de lactancia. 

Que fueran anticuerpos preexistentes, inducidos 

durante un~ enfermr.dad previd o una infección 

subclinica por H!nb. 

La re5puesta do ~nticuorpos lgG en sueros de niños 

testigo mostró cierta correlación con la edad, todos los 

niños menores da dos aho11 pr.,!tl!ntaron respuestas de 

anticuerpos hacia las PME de 27 y 36.6 ~Da en contraste, los 

sueros de niñea ~nfermos, rospondieron en forma independiente 

de la edad. 

Los ensayos de inmunoelectrotransferencia, evidenciaron 

que las prote!nas fueron antigénicas en niños con enfermedad 

meningttica, ya que todos los sueros de pacientes en fase 

aguda y la mayor!a de los sueros de pacientes convalecientes, 

tuvieron respuestas de IgG hacia varias protelnas de •embrana 
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externa. 

De acuerdo con las 15 prote!nas de la cepa HU 

evidenciadas en los geles electroforéticos, los sueros de 

pacientes convalecientes reconocieron a 13 de ellas, en tanto 

que los sueros de fase aguda solo a 10. En cambio, los sueros 

del grupo testigo reconocieron a 5 prote!nas solamente. La 

diversidad de estas respuestas pudo haber sido influenciada 

por factores tales como la edad, estado nutricional, 

genéticos, concentración de cada una de las prote!nas durante 

el periodo de enfermedad, infecciones virales o parasitarias 

coexistentes, etc. 

Si bién las concentracionen de anticuerpos séricos no 

fueron determinadas an r.ste e~tudio, la intensidad de 

reacción observada a.qui, pudo or.tar rolacioni1ida con la 

concentración de ant1cuerpo5 en lo5 sueros analí~ados. La 

intensidad dt? reacción antiQeno-.nnt1cuerpo evidenciada con 

los suero5 de niños en f.i'l.a .:11;,uda, fué menor que aquella 

observada con los !í.uu,ros d~ plJclcntes convalecientes, esto 

concuerda con los hal lA:::c;,os de ClaesGon y c:ols. ( 1903), 

quienes reportaron que lo&J ant1cuerpo5 sér1cos IgG estimados 

por la prueba de ELISA linmunocngayo enzimático en placa), 

fueron positivos pero con titules baJo5 en las muestras 

tomadas al inicio de la enfermedad, mientras que los sueros 

de los mismos niños analizados durante su convalecencia, 

111Dstraron un titulo significativamente mayor. 
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Gulig y c:ols. (1984) 1 utilizando el método de 

radioinmunoprec:ipitac:iOn para el análisis de antic:uerpcs 

espec:!fic:os hacia una PME de 100 kOa, en un estudio 

cronolOgic:o de esta respuesta de anticuerpos, reportaren su 

aparición inicial en el suero hacia el dia 15 de la 

infec:ciOn y este titulo se inc:rement6 gradualmente hasta el 

d!a 36, Estos datos concuerdan c:on los hallazgos aqu! 

reportados, ya que el 227. de los sueros de pacientes en fase 

aguda asi como el 57% de los suero~ de convalecientes, 

respondieron con entlc:uerpo" IQG hac:ia una prcte!na semejante 

aunque un poco m'1yor di> 100 kDa. 

Los hallazgos de otro~ investigadores <Erwin y Keny. 

1984), han mostrado quu 1recucntemontQ existen anticuerpos 

hac:ia dos pr•otl.'!lnas, und de :íl y otra di? bO ~Da presentes en 

las sueros de pacienta~ ~n fa~e a~uda. Comparativamente en 

este estudio ue encontraron m&9 1r~cuuntement~ anticuerpos en 

sueros de fase a9uda que en sueros de fa5e convaleciente pero 

hac:ia tres prctelnas, siendo e,;tas l<>S de 27, 52 y 'tb kOa. 

Estos resultados podrfan expllc:IH"SI? parcialmente en base a 

las diferencias en les procedimientos del aislamiento de 

membrana <extrac:c:iOn c:on LiCl> y/o en la metodologla usada 

para detectar interacciones entre PME y los anticuerpos 

(radioinmunoensaya>. 

La preparación de las PME usada aqui, fué una fracción 

constituida por diferentes proteinas, todas ellas 

47 



reaccionaron con una amplia variedad de anticuerpos de los 

niños. Para determinar el papel de los anticue1•pos l9G hacia 

las proteinas individuales, seria necesario purificarlas y 

determinar mediante IET,. los anticuerpos dirigidos hacia cada 

una de dichas PME. 

Aunque el propósito de este trabajo no consistió en 

determinar la prevalencia de anticuerpos en el periodo 

comprendido entre el inicio de la enfermedad y la 

convalecencia, se sugiera que para Ja realización de estudios 

subsecuentes, se roalicen determinaciones de anticuerpos 

presentes en los sueros do faso aguda y convaleciente de un 

mismo sujeto <muo~trn9 pareada~). 

Hubiera ~ido d1~sn~ble ruAli:ar la~ determinaciones 

cuantitativas para esti~ar la concr-ntraciOn de anticuerpos 

lgG presente9 en 105 suuron de pacientes y de niños sanos 

estudiados, ~in embargo, sa efectuó una estimación 

cualitativa que fu~ suficiente para establecer que t•nto los 

sueros en fase aguda, como los 5Ueros en fase de 

convalecencia de niñou enfermos me~icanos, tuvieron actividad 

de anticuerpos I9G diri9idos hacia un gran número de PME de 

Hinb. Además, permitió inferir que estos determinantes 

antigénicos, aparentemente estuvieron accesibles al sistema 

inmune durante el proceso de la enfermedad, dada la habilidad 

de estos niños para desarrollar una respuesta de anticuerpos. 



CONCLUSIONES. 

Los perfiles de las prote!nas de membrana externa 

aisladas a partir de las cepas HU y H2 de Hinb, presentaron 

un patrón electroforético t!pico en gel de poliacrilamida-

SOS, que concuerda con lo reportado en la literatura para 

otras cepas de Hinb. 

Se observó variabilidad cualitativa individual en la 

respuesta de anticuerpos, hacia cada una de las Pl'1E de la 

cepa HU empleada. 

Los anticuerpos lgG presentes en sueros de niños testigo 

reconocieron a cinco PME, con una frecuencia de 

reconocimiento menor quu con lou ~ucros da enferNas. 

Los resultado9 del orupo te~tigo mostraron tltfler una 

relación entre la edad do los niños y su respuesta hacia las 

PME. 

La mayor!a de los pacientes en fase aguda y todos los 

pacientes convalecientes, tuvieron una respuesta de 

anticuerpos de clase lgG hacia diferentes PME de la cepa de 

Hinb usada. 

Los sueros de pacientes en fase de convalecencia, 

reconocieron a un nómero mayor de PME, en contrast• con les 
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sueros en fase aguda (15 y 13 proteínas respectivamente>. 

Tres de estas PME fueron reconocidas exclusivamente por los 

pacientes convalecientes. 

La mayorla de las PME fueron reconocidas con mayor 

frecuencia por los sueros de pacientes convalecientes que 

por los sueros de fase aguda. 

No hubo correlaciOn entre la edad de los pacientes con 

meningoencefalitis y el nómero de las protelnas reconocidas, 

ni con su peso molecular. 

Los anticuerpos lgG de p~clentes y niños testigo, que se 

estudiaron aqui, fueron anlicuorpos que reaccionaron con 

PME y no con el LPS de H.lnfluenz•• b. 
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