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INTRODUCCION

EL MICROORGANISMO.

Los miembros del género Haemophilus son pardsitos
estrictos tanto de humanos como de otros vertebrados. Algunas
especies tienen un papel patogénico reconocido, el prototipo
de ellas es el Haemophilus influenzae cuyas cepas pueden
estar presentes en las vias respiratorias superiores de

individuos de poblaciones sanas del 15 al 507 (Turck 1982).

Pittman en 1931, reporto por primera ve: la existencia
de cepas capsuladas y no capsuladas ¢ identifico a los seis
serotipos de H.influenzae, designiandolos en base al tipo
polisacdrido capsular con las letras de la “a® a la “f".
Ella observé también que los organismos del serotipo “b",

eran la causa mas frecuente de enfermedades graves.

Haemophilus influenzae tipo b (Hinb), es un cocobacile
inmadvil no esporulado, pleomtrfico en sus estadios tardios de
crecimiento. Se le encuentra cton mayor frecuencia en la
nagofaringe de nifos lactantes y menores de seis afos. Posee
una cdpsula constituida por un polimero lineal de ribosil
ribitolfosfato (PRP) llamado polisacarido capsular b. Para
su crecimiento requiere de un medio complejo que contenga

nicotinamida adenina-dinucledtido (factor V) y hemina (factor



X). Comunmente posee plasmidos de tamano variable que
codifican para B—lactamasas y acetiltransferasas, la
frecuencia con que se aislan estas cepas resistentes a los
antibidticos de uso comin, ha complicado el tratamiento de
las infecciones invasivas causadas por Hinb (Solotorovsky y

Lynn 1978).

PATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD.

La patogénesis de la meningoencefalitis y otras
enfermedades causadas por Hinb, tales coma:
epiglotitis,neumonia, otitis media, artritis séptica,
celulitis y pericarditis entre otras, es similar a la de
otras bacterias capsuladas, Para que la enfermedad
meningitica tenga lugar, deben ocurrir una serie de eventos
secuenciales (Turk 1982); el proceso se inicia cuando la
bacteria se disemina de un individuo a otro, a través de
pequenas gotas de saliva expulsadas durante el estornudo o
acceso de tos del enfermo o portador asintomatico (Halsey y
cols. 1980; Turck 1982). Enseguida y previo a la invasién de
los tejidos del huésped, se presenta el proceso de
colonizacion, a este respecto, se ha demostrado tanto en
animales de laboratorio como en humanos (Moxon 1982) que los
serotipos caspsulados de H.influenzae pueden colonizar la
nasofaringe y persistir ahi{ por varias semanas. A pesar de
que en algunas cepas de Hin la presencia de cdpsula estaA

asociada con su sobrevivencia en epitelios mucosos, adn no



se ha comprobado que ésta,tenga algun papel en los mecanismos

de patogenicidad (Lampe y cols. 1982).

La siguiente fase en la evolucion de la enfermedad
implica la invasién bacteriana del torrente sanguineo,
conocido como bacteremia. Varios informes sobre estudios
hechos con animales coinciden en que existe una relacién
estrecha entre el tamado del indculo y la bacteremia.
Animales inmunizados pasivamente con anticuerpos
anticapsulares, son protegidos en contra de la invasion
sanguinea (Weller y cols. 1978; Siber y cols. 1980). Con
estos modelos experimentales, se determing que la bacteremia
sastenida después de la colonizacién nasofaringea solamente
ocurre con cepas de Haemophilus que elaboran capsula tipo b,
en contraste con lo gque ccurre con las serotipos heterologos
(a,c,dye y 1), loa cuales son 1ncapaces de sobravivir e

invadir al torrente sanguinen.

Varios autores coinciden en que la infeccidn por Hinb,
ocurre por via sanguinea y que la magnitud de la bacteremia
es una condicionante previa a la invasion del sistema
nervioso central (SNC) (Moron y Murphy 19783 Monon y
cols. 19805 Smith 1982). E) hecho de que los primeros
hallazgos histopatolégicos en el proceso de la inflamacion
menlhgea. se observen en regiones no contfguas a la
nasofaringe, apoya la idea de que la diseminacidn de este

organismo, es por via hematica. Los factores relativos al



hu¢sped ( edad, estado inmune,sexo, estado nutricional,
etc.),y influyen en la ocurrencia e intensidad de la
bacteremia modificando la probabilidad de que se produzca o
no la meningitis. Especiticamente la inmunizacidn pasiva y/o
activa, facilitan la eliminaciton de las bacterias en el
tarrente sanguineo y comp consecuencia reducen la posibilidad

de la adgquisicion de una meningitis.

Otro companente superficial bacterianoc, el
lipopolisacdrido (LPS) de Hinb, puede ser impartante en la
patogénesis de la enfermedad meningitica, ya gue
experimentalmente se ha observado la produccidn de
inflamacién meningea después de la inoculacidn de este

componente (Syrogtannopoulos y cols.1988).

La estructura patogénica mas relevante de Hinb es el
polisacdrido capsular, el cual actua como un "escudo" en
contra de las protefnas de! coaplemento. En”contraste can la
actividad 1itica del complemento hacia los otros cinco
serotipos capsulares de Min, el serotipo b requiere de
anticuerpos especificos para iniciar las actividades de
proteccidn mediadas por 2l complemento (Crosson y cols.

19763 Barra y cols 1988). E)l papel gque puedan jugar las
proteinas de las membranas de la pared celular (PME) como
estructuras impartantes en la patogenicidad de H.influenzae,
no ha sido esclarecido todavia (Robbins y cols.1981; Grannoff

y Weinberg 1988; Musser y cols.1985).



Hay evidencias experimentales, de que las fimbrias
capacitan al microorganismo para adherirse a las superficies
mucosas del buésped (Guerina y cols.1982; Pichichero y cols.
1982; Apicella y cols.1984), pero el papel de esta estructura

en la invasidn del torrente sanguineo no ha sido determinado.

H.influenzae, asi como otras bacterias invasivas del
tracto respiratorio, producen proteinasas que degradan IgA.
Su substrato es la inmunoglobulina humana IgA subclase 1.
Esta enzima, rompe una secuencia especifica de aminodcidos
de la regidn bisagra del anticuerpo , lo que posiblemente
bloquea los mecanismos locales de inmunidad especifica
del huésped, facilitando la penetracion de la bacteria a los

tejidos (Bricker y cols.1983).

Estudios sobre prevalencia de la resistencia de Hinb a
los agentes antimicrobianos de mayor uso en México,
(Guiscatreé y cols. 19811 Trejo y cols.1981; Conde y Calderdn
1988}, muestran que en los Gltimos afos se han seleccionado
cepas resistentes a los mismos. Los mecanismos de resistencia
a los antibidticos en este patdgeno se han relacionado con la
presencia de plasmidos, Se ha propuesto que estos plasmidos
se transfieren entre cepa y cepa mediante mecanismas de
transformacion y de transduccién. El determinante genético
involucrado en la resistencia a las penicilinas es el

transposén Tnt, que codifica para una betalactamasa, enzima
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que rompe al anillo betalactAmico de las penicilinas. La
resistencia al cloranfenicol esta dada por la enzima
acetiltransferasa (Smith y Kelsey 1989), al trimetoprim, estd
mediada por la dihidroxifolato reductasa (de Groot y

cols. 1988).

FACTORES EPIDEMIO.OGICOS.

La epidemiclogia de las enfermedades causadas por H.
influenzae es de gran relevancia en el ambito de la salud
piblica mundial. En México, no se dispone de la informacion
adecuada sobre tasas de morbiletalidad por enfermedades
producidas por H.influenzae. Existen reportes sobre la
frecuencia de casos de meningoencefalitis bacteriana
purulenta en nifos hospitalizados msenores de S adros,
que indican que Hinb se presenta con una frecuencia de cerca
del J0%Z en relacion con otros agentes etiolégicos bacterianos
(Calderdn y cols.198%3; Arredondo y cols.1987; Gonzllez y
cols.1988; Lopez y cols. 1990 ). Holinari (1970) reportd que
H.influenzae b fué la primera causa de meningoencefalitis
purulenta, durante un afo de estudio. La mortalidad de nifRos
con meningoencefalitis por Hinb internados en hospitales
pedidtricos de la ciudad de téxico es del 7% (Mascaredas,
datos no publicados). A pesar de que la mortalidad ha
disminuido por el tratamiento adecuado y oportuno con
antimicrobianos, del 3I5 al S0% de los pacientes que se

recuperan, sufren serias secuelas neuroldgicas resultantes de



la meningitis, entre las mds comunes estdn el retraso mental
y del desarrollo, ceguera, sordera, hidrocefalia, paralisis
espastica y ataxia entre otras ( Sell y cols.1972; Mudoz y

cols.1978; Bonadio 1987).

Haemophilus influenzae es el agente causal de 20,000
casos de meningoencefalitis por ano en los Estados Unidos y
5,000 casos de otras enfermedades invasivas y bacteremia sin
foco séptico (Fraser 1982). Estudios prospectivos recientes
basados en la sobrevivencia de la poblacidn afectada, denotan
que | de cada 200 nifos, tiene la probabilidad de adquirir
alguna enfermedad invasiva por Haemophilus {nfluenzae antes
de cumplir los 5 afdos (Centers for Disease Control,1983). La
tasa anual para meningoencetfalitis en ese pais , es de 50
casos por cada 100,000 habitantes, de los cuales la mayoria
corresponden a nifos menores de 5 afos.,  Turck, (1982) ha
reportado que de la poblaci16n de adultos sanos en los E.U.A.,
un 2 a 4% son portadores de H.influenzae en al tracto

respiratorio superior.

Existen diversas publicaciones, que han enfocado sus
estudios sobre los factores de riesgo. En la mayoria de ellas
se establece que la edad, es un factor importante que influye
sobre la ocurrencia de la infeccién meningitica por Hinb
(Fraser y cols.1973), el grupo mas afectado es e)] que
comprende a nifos de seis a once meses de edad, en contraste

con el 75% de casos de otras enfermedades invasivas por Hinb,



que corresponde a nifos menores de veinticuatro meses
(Granoff y Munson 1984). Existen otros factores del huésped
que favorecen la enfermedad como los genéticos, el estado
inmune, el estado nutricicnal, el sexo, etc. (Feldman y cols.

19763 Warren y Tyler 1979).

CONTROL DE LA ENFERMEDAD.

Actualeente, existen dos vacunas para la prevencion de
las enfermedades invasivas causadas por H. influenzae, sin
eabargo ninguna de ellas protege a los nifos msenores de 24
meses, periodo de edad donde es mayor el riesgo (Anderson y

cols.1972; Granott y Munson 1984; Harrison y cols.1989).

La primera vacuna estd constituida por el polisacdrido
capsular tipo b y fué evaluada inicialmente en nifos
finlandeses (Peltola y cols.1784). Esata vacuna es
inmunogénica cuando se administra a nifos mayores de 2 anos,
sin embargo los menores de esta edad no responden
eficientemente con t{tulos protectores de anticuerpos contra
el poliribosilribitol- fosfato (PRP) (Granoff y Munson 19865
Insel y cols. 1987). Por lo tanto, se intentd la evaluacidn
de otra vacuna, la cual consiste del polisacdrido capsular de
Hinb acoplado al toxoide diftérico. Este complejo tampoco
resultd efectivo ya que no protege a niAos menores de 18
meses (Shneerson y cols. 1984; Centers for Disease Control

1985; Granoff y Munson 1987). Ademis, un estudio sobre casos



de epiglotitis entre nifos vacunados y no vacunadeos, mostroé
una mayor proporcidn de pacientes con epiglotitis por Hinb en
los nifios vacunados (Marchant y cols.1989; Heterington 1989).
Al parecer, la inmunidad protectora en contra de las
enfermedades por Hinb, estd mediada en gran parte por
anticuerpos anticapsulares, estos poseen in vitro actividad
opsonizante y bactericida mediada por el complemento, y
previenen de infecciones experimentales (Schneerson y cols.

1980 y 1984; Kiythy y ccls.1983; Musher y cols.1984).

En virtud de que los resultados obtenidos con la
aplicacion de estas vacunas en nifos menores de 24 meses no
han sido satisfactorios, prevalece la necesidad de investigar
otras estructuras antigénicas de cate microorganismo, como

posibles candidatos para inducir respuestas protectoras.

Los antigenos superficiales no capsulares de Hinb que
pudieran considerarse como candidatos para la elaboracién de
vacunas son: los lipopolosacdridos (LPS), las fimbrias y las
protefnas que se cncuentran en la membrana externa de este
patégeno. Se conoce relativamente poco acerca de la
estructura antigénica y del potencial inmunogénico 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 proteinas sobre su utjilidad como
marcadores epidemiolégicos (Loeb y Smith 1982; Takala y cols.

1989) y su posible inmunogenicidad tanto en animales como en



humanos (Lam y cols.1?80; Hansen y cols. 1982; Gulig 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 (Granoff y Rockwell 1978), han indicado que los
anticuerpos especificos en contra de componentes
superficiales no capsulares de Hinb, parecen tener un papel
importante en la inmunidad humoral en contra de la enfermedad
sistémica por Hinb. Antisuero tanto de conejos, ratas y
ratones como de humanos, preadsorbidos con PRP y/o LPS, no
pierden su capacidad de eliminar a la bacteria en sangre,
mediante mecanismos opsonitante y bactericida (Hansen y
cols.1982; Granoff 1987). Anticuerpas monoclonales obtenidos
en animales y dirigidos hacia las prote{nas de membrana
externa (PME) de Hinb, demostraron actividad protectora en el

modelo experimental de ratas lactantes (Hansen y cols.1981).

Otros estudios experimentales han demostrado que las
prote{nas de membrana externa de Hinb, a diferencia de las de
memhrana interna, inducen un estado de proteccidn mas
eficiente contra el reto de 500 X DL S0 del microorganismo
virulento (Lam y cols.198() . Granoff y Munson (19864),
aislaron una proteina de 43 kDa , que protegid animales
lactantes contra bacteremia por Hinbh. Otros investigadores
han obtenido los mismos resultados contra una FME con peso

molecular de 98 kDa (Munson y cols.1983).
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Sueros de humanos preadsorbidos con PME pierden la
capacidad de fijacion de C3, la cual reside en la fraccion
IgG 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

cols.1989).

Actualmente no se dispone de un agente bioldgico eficaz
para la proteccidn de la poblacién infantil mas susceptible a
la enfermedad meningitica por Hinb. Si consideramos que la
frecuencia de este padecimiento es suy alta y que el numero
de secuelas neuroloégicas resultantes es significativo, ademas
de tomar en cuenta el aumento de cepas resistentes a los
antimicrobianeos, el dosarrollo de nuevas vacunas sigue aun
siendo el objetivo de investigaciones tendientes a lograr un
antigeno adecuado para ser utilizado en la inmunoprofilaxis

de esta enfermedad fatal e i{ncapacitante.

1



OBJETIVOS

El objetivo general del presente trabajo consisti6 en
la identificacidn de las proteinas de membrana externa de
Haemophilus influenzae b, gue son reconocidas con una mayor
frecuencia por anticuerpos Ig6 de nifes con
meningoencefalitis producida por este microorganismo, con el
propdsito de contar con la informacién preliminar que
contribuya a la elaboracidén de nuevas vacunas o reactivos de

diagndstico.

Los objetivos especi{ficos fuerons

~ Establecer el patréon electroforético de las PME de cepas de
Hinb, para su comparacién como cepas de referencia, con los
perfiles electroforéticos de cepas prevalentes en la

poblacién de nifos mexicanos.

-~ ldentificar a las PME de Hinb que son reconocidas con una
mayor frecuencia por los anticuerpos 1gG, presentes en los

sueros de nifos sin antecedentes de meningoencegalitis.

- Contar con la informacitén inicial que contribuya a la

elaboracion de mejores vacunas en contra de Hinb.

— Identificar la antigenicidad de dichas proteinas para

12



su posible utilizacién en procedimientos especificos

de diagnostico de enfermedades invasivas por Hinb.
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MATERIAL. ¥ METODOS.

CEPAS BACTERIANAS.

Se emplearon dos cepas bacterianas de Haemophilus
influenzae serotipo b: HUY y H2, ambas se aislaron del liquido
cefalorraguides de pacientes con meningonencefalitis. La
primera fue donada por la Dra Celia Rlpuche del Hospital
infantil de México “"Federico Gomez", la segunda procede de la
colecciotn de cepas aisladas en el Hospital Raritan Valley,
Greenbraook N. J., E.U.A., misma jue se utilizd como cepa de

referencia.

l.Las cepas bacterianas se conservaron lictilizadas en
leche descremada estéril a2l 20 % 0 en glicerol al 20 % y se

glmacenarcon a ~ 0% C rasta &l momento de U uso,

PRUEBAS DE IDENTIFICACION,

Los critersos gque e taomaron para detecminar la
identidad del microorgsanisro fueron: 1) tincidn de Gram,
i1} requerimientos nutricionales de los factores de
crecimientn: nicotinamida adenina-dinucledtido (factor V) y
hemina (factor X) iii) serotipificacidn con antisuero b
especifico (Difcal iv) produccidén de arnitina descarboxilasa

e indol, ambas pruebas se verificaron en medio MIO al cual se

14



le afadid liguido de Fildes al 3 % (Fildes,1920), la ornitina
se aprecid por el vire del indicador a un color parpura y la
produccidn de indol se detectd aradiendo unas gotas de
reactivo de Kovacs v) la produccion de ureasa se detectd en

el medio caldo urea, enriquecido con liquido de Fildes.

AISLAMIENTO DE PROTEINAS DE HMEMBRANA EXTERNA DE PARED

CELULAR (PME).

Las cepas liofilizadas o conservadas en glicerol, se
sembrarcn sobre placas frescas conteniendo gelosa infusion de
cerebro corazén (agar BHI-Bioxon), suplementado con liquido
de Fildes al 5% y se incubaron a 37 °C durante 18 h. Fara la
obtencidn de la biomasna celular bacteriana se utilizaron
matraces Erlenmeyer de 500 ml, conteniendo 250 ml de caldo
infusidn cerebro-corazon (Biil-Bioxon) suplementado con
l{quido de Fildes al S5 4 (Fildes 1920}, jos matraces se
inocularon con un volumen del 2 % de una suspension
bacteriana crecida previamente dutrante 146 horas en el mismo
medio liquido y se incubaron con agitacidn a 37 °C durante 12
h. Una vez que el cultivo alcanzd la fase de crecimiento
logaritmico tardio, las células se cogecharon en una
centrifuga refrigerada Sorvall RC-5B a {1,000 x g durante 10
min. Los paquetes celulares se resuspendieron y se
centrifugaron dos veces con amortiguador de Tris O.01M, pH

7.5 para su lavado. Se almacenaron en congelacién a ~70°C.

15



La membrana externa de la pared celular, se aislo
empleando el método de Yamato y cols.(197S5). Las células se
descongelaron y se resuspendieron en 30 ml de Tris 0.01M, pH
7.5, se sonicaron a 4°C durante S5 periodos de 15 seg, a 100W.
Este material se centrifugd a 25,000 x g durante 20 min, el
sobrenadante se decantd y se tomaron muestras alicuotas de
8.5 ml que se colocaron sobre un gradiente discontinuo de
sacarosa conteniendo 7 ml de sacarosa al 15 % (p/v) en Tris
Q.01M-EDTA 0. 01N, pH 7.5 y un colchén en el fondo de 4 ml de
sacarasa al 70 4 (p/v) en Tris 0O.01M-EDYA 0.01M, pH 7.5. El
gradiente de sacarosa se centrifugd a 60,000 x g durante & h,
en una ultracentr{fuga Beckman L3-50E a 4 C . La fraccion
membranal ubicada en la interfase, se colectd y se le
denomind fracclon de membrana total (FMT)., La FMT se
resuspendid y se dializéd contra Tris 0.01H pH 7.3 durante 24
h. Posteriormente, se centrifugd a 65,000 % g durante 60
min. E]l sedimento se resuspendid oen 6 ml y este volumen se
aplicé a un gradiente discontinuo de sacarosa conteniendo 2.5
ml de sacarosa al 15 % (p/v), 7.3 m)l de sacarosa al 50 %
(p/v) y 3.5 ml de sacarosa al 70 % en ¢l mismo amortiguador
de Tris-EDTA. Se centrifugd a 20,000 x g durante 14 h, la
fraccion situada en la intertfase entre el 50 y el 70 % de
sacarpsa, rica en protefnas de membrana externa se dializo
contra Tris 0.01M-EDTA 0.01M durante 346 h. Las muestras se

liofilizaron y se almacenaron a -70 °C.

La concentracién de proteinas de la fraccion PME, se

16



determind por el método de Lowry y cols. (1951),. Como estindar

se usd albumina bovina (Sigma).

EXTRACCION DEL LIPCPOLISACARIDO (LPS).

Para obtener el LFS de H.influenzae b HU, se usd el
método de Westphal (Kwapinski,1972). La masa bacteriana
crecida en medio liquido durante 12 h a 37 °C, se cosecht por
centrifugacion y se resuspendid en 20 ml de sgua bidestilada.
Se afadieron 32 ml de fenol al 95% (Merck) {(previamente
licuado con calor), esta mezcla se incubd en bafo de agua
con agitacion durante 30 min a bB°C, después se centrifugo a
3,000 x g durante 15 min; ¢l sobrenadante se decanto y el
sedimento se lavo con 20 m)] de agua bidestilada. La parte
acuosa se mezcléd con el primer sobrenadante y se dializo
durante dos dias contra agua corrjente y durante un dia
contra agua destilada para eliminar el fenol residual.
Después, se centrifugd a 46,000 x g durante 15 min, el volumen
del sobrenadante se redulo hasta 20 m] mediante liofilizacion
y se le agregd un volumen igual de alcohol etilico frio. El
precipitado formado se separd por centrifugaciéon a 6,000 rpm
durante 15 min y al scbrenadante se le aRadieron 5 volamenes
mds de alcochol etilico tric. EI lipopolisacdrido se
sedimentd por centrifugacidn a 7,000 rpm durante 15 min, se
resuspendid en agua bidestilada, se liofilizd y se almacentd a

4 € hasta su uso.
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SUEROS PROBLEMA.

Con la finalidad de identificar a las FME de Haemophilus
influenzae b cepa HU, que son reconocidas por anticuerpos
I1g6G de niAcs enfermos, se estudiaron mediante
inmuncelectrotransferencia 16 sueros de pacientes entre 5
meses y 10 afos de edad internados en el Hospital Infantil de
México “"Federico Gdme:z", a causa de meningoencefalitis por
Haemophilus influenzae tipo b. En todes los casos el
diagndstico de la enfermedsd se confirmd por coaglutinacion
positiva mec:ante la pruecba de Latexn y por cultiva a partir
de liquido cefalorraquidea. De los cases confirmados por
cultivo y serologylia positivos, 3¢ obtuvieron los sueros a

partir de nuestraas de sangre.

De estes sueros, 9 de ellos fueron obtenidos durante la
tfase aguda ce la entfermedad, (lcs primeros 15 dias). Los
restantes te obtuvieron de n{fos convalecientes y se tomaron
entre los dlas 30 y 40, deeputs del inicio de los sintomas.
Todos los sueros ce mantuvieron a -70° C, hasta el momento de

SU USC.

SUERDS TESTIGO.

Se incluyeron en este grupo, sueros de 20 nifos entre

I meses y 8 afos de edad, sin antecedentes de
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meningoencefalitis , internados por problemas quirdrgicos a
por otras causas na infecciosas. Estos suerns se almacenaron

en congelacidn hasta su uso.

SUEROS DE RATON.

Un grupo de & ratones blancos suizos de la cepa CD-1,
con peso de 285 g ¥ 2 g, se inmunizaron por via subcutanea
cada 7 dias durante 4 semanas con 50 ug de LFS de Hinb cepa
HU, resuspendidos en solucion salina fisioldgica de NaCl
Q.12M, cada 7 dias durante 4 semanas, siete dias despuds de
la vitima inmunizacidn los ratones se gangraron por puncion

cardi{aca y e! suero obtenido, se almacent a =70 C.

ELECTROFORES]S.,

Las PME da smbas cepss de Hinb, se separaran
por electroforesis segin el metodo de Laemmli (1970), usando
poliacrilamida al % %, pH B.0 en el gel concentrador y al 10
%y pH 6.8 en el gel separador. £stos geles se prepararon a
partir de una solucion madre conteniendo poliacrilamida al 30
%y NyN-bis-metilenacrilamida al 0.8 %, Las concentraciones
finales de N,NN' N -tetrametil-etilendiamina (TEMED) fueron
G.03 % en el gel ceparador y ¢,3 %4 en el gel concentradar.
Las muestras protéicas se resuspendieron en un amortiguador
de solubilizacion conteniendo 0.06 ml de azul de bromotfenol,

0.3 ml de de amortiguador Tris 0.5M, pH 6.8, 0.6 ml de
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glicerol al 50 % y 0.6 ol de SDS al 10 %. Después de afadir
a este amortiguador caoncentraciones de 50 ¢ 4600 ug de
proteina, las muestras se calentaron a ebullicion durante §
min. Los estandares de peso molecular que se caorrieron en
cada gel paralelamente con las PME, fueron:

oclactalbumina de leche bovina (14.2 kDa), anhidrasa
carbénica (29 kDa), albumina de hueva (45 kDa), albumina
bovina (46 kDa) y fosforilasa b (97.4 kDa). Las proteinas se
sometieran a electroforesis aplicando al gel un voltaje
constante de 100 v durante 2.5 h. Un segmento del gel se tidod
con solucion de azul de Coomassie al 0.05%4 en 4cido acétice
glacial para determinar la eficiencia de la separacidn,
mientras que el resto del gel se sometid a

inmunoelectrotransferencia.

Los pesos molecuiares de las PME de ambas cepas de H.
influenzae b, se determinaron interpolando sus movilidades
relativas (Rf) en una curva previamente elaborada para los
estindares, en la que se graficaron los valores Rt de cada
uno de ellos en contra de su peso molecular conacido, en

daonde:

Distancia entre la parte superior del gel y la banda.

Rf=
Distancia de la parte superior del gel a)l frente

de azul de bromofenal.



INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.

Para la electrotransferencia de los antigenos protéicos
(PME) de Hinb cepa HU, se siguid el método de Towbin y cols.
(1979 .

Antes de iniciar el procedimiento, el gel y el papel de
nitrocelulosa (0,45 pg de poro, Bio-Rad Laboratories.) se
sumergieron durante diez minutos en el amortiguador de
transferencia que contenifa :Tris 4,5 g, glicina 23 g, metanol
120 ml y 400 ml de agua bidestilada. Posteriormente se
ensamblaron el gel y el papel de nitrocelulosa entre dos
papeles tiltro, y s8¢ acomodaron en una camara de
transferencia (Hoeffer Scientific Instruments), de tal forma
que el gel quedara orientado hacia el Anodo. La
tranaferencia se realizé en presencia del mismo amortiguador

durante { hora y media, aplicando una corriente de 65 mA/cm.

Despuds de la transferencia, el gel se separd y se tiAd
con azul de Coommassie como se describid arriba, el papel de
nitrocelulosa se incubd durante tres hocas en Tris-HCl 0,.01M
y NaCl 0.15M (TBS) conteniendo leche descremada al 4 % para
bloquear y 0.02% de nitruro de sodio (azida de sodin). Para
determinar la fidelidad de la transferencia de las proteinas,
se tiferon tiras de nitrocelulosa sin bloquear, con: amido
negro al 0.5 % en metancl, Acido acético glacial y agua
destilada S5:1:5, después de 3 min, se destiferon con una

solucidn conteniendo metancl, Acido acético glacial y agua
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bidestilada 20:70:100,

Para la deteccién inmunoldédgica de las proteinas en el
papel de nitrocelulosa (no bloqueado ni teRido), las tiras se
lavaron con amortiguador TES y se incubaron durante dos horas
en presencia del suero de pacientes, diluido 1:50 en
amortiguador TBS conteniendo leche descremada al S% .
Ensequida se lavaron durante S min, para posteriormente
incubar por 2 h en presencia del conjugado de peroridasa a
I1gG de cabra anti-1gG humana (RioRad), en una dilucién 1:1500
en el mismo amortiguador TBS. Después de la incubacidn con el
segundo anticuerpo, las tiras se lavaron 3 veces durante 10
min en TEBS y un lavado con amortiguador de Tris—HC) 10 mM, pH
6.8 (TR) durante % min. Fara demostrar la formacidn de
complejos inmunes, s agregd® el sustrato de la peroxidasa, el
4-cloro-1 natftol (Sigma Chem. Lab.) al 0.3 % en 1 volumen de
metanol, 4 volumenes de AT y H,0.al 30 % y se esperd hasta
que aparecieran las bandas. Las proteinas del gel, se
correlacionaron con las transferidas al papel de
nitrocelulosa y se determinaron los pesos moleculares de las
PME reconocidas comp antigenos por los anticuerpos presentes

en los sueros probados.

Con la finalidad de determinar la presencia de LFS
bacteriano que pudiera copurificarse con las proteinas 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 LFS de la cepa HU de Hinb en diluciones
1:50, para estos ensayos se utilizé suero de conejo anti IgG

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

INMUNODIFUSION.

Con la finalidad de determinar la presencia de
anticuerpos séricos producidos en raton CD-1 hacia el LPS de
H. influenzam cepa HU, ol suero de los animales inmunizados
como se describid antes, se¢ someti1d a inmunodifusidn en gel

de acuerdo con el método de ODuchterlony (1972).

El gel se prepard con agarosa al 1% en amortiquador de
fosfatos 0.03M, pH 6.8 conteniendo NaCl 0.02M y Mertiolate al
0.01%. Se prepararon geles de aproximadamente 2 mm de
grosor sobre portaobjetos, con un sacabocados se hicieron
orificios de I mm de didmetro. A cada pozo se aradieron
muestras alfcuotas de 25 ul. E1 antigeno LPS (370 ug) se
colocd en los pozos centrales y el suero de raton anti-LPS o
un suero testigo de raton sin inmunizar, en los pozos

periféricos.

El suero sin diluir o sus diluciones hechas en
amortiguador de fosfatos 0.05M, pH 6.8 se distribuyeron como

se¢ indica en la figura 8. La inmunodifusién se efectud ,
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durante 48 h a temperatura ambiente, ensequida se procedid al
lavado de los geles en solucidn salina isotdnica al 0.9%
durante cuatro di{as. Despuéds, se lavaron con agua destilada
y se secaraon en estufa a 37°C por 24 h. Finalmente, los geles
se tideron durante 45 min en una solucién de amido negro al
0.1% en A4cido acético al 10%. €l exceso de colorante se

elimind con un lavado de Acido acético al 107%.
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RESULTADOS.

IDENTIFICACION DEL MICROORGANISMO.

Las caracter{sticas macroscdpicas, microscépicas y
serolégicas de las cepas MU y H2 utilizadas para este
estudio, fueron consistentes con la especie Haemophilus
influenzae y el serotipo b. En base a las pruebas bioquimicas
de identificacion, ambas cepas pertenecen al biotipo I

descrito por Kilian (1976),

ELECTROFORESIS.

Se realizd el andlisia clectrofordtico de las proteinas
de membrana externa de las cepas H2 y HU de Haemophilus
influenzae serotipo b, a cada uno de los geles preparados se
afiadieron 50 ug de protef{na de cada cepa. Se estimaron los
pesos moleculares de las bandas mds intensas , por
comparacion de sus movilidades en el gel con las de
estAndares de peso molecular conocido (Fig 1). 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 iL de acuerdo con el sistema de
subclasificacidn de Barenkamp y cols. (1981), tanto por el

patrén evidenciado por las proteinas con pesos moleculares
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entre 25 y 40 kDa, como por la presencia de una proteina de
49.kDa. La cepa H2 de referencia mostrd un patrén similar al
subtipo 1H del mismo sistema de subclasificacion para las

cepas del serotipo b (Barenkamp y cols. 1981}.

Los pesos moleculares de las protelnas de la cepa HZ
fueron de 14, 27, 35, 36.5, 39, 43, 47, 49, S2, 57, 79 y 82
kDa, los pesos moleculares de la cepa WU fueron de 16, 27,
28.5, 33, 35, 3b4.5, 43, A7, 49, 52, 57, 82, 96 y 100 kDa. Los
perfiles electroforéticos de ambas cepas mostraron algunas
proteinas de mds de 100 kDa, aunque estas se encontraban en

baja cantidad (Fig 1).

Al comparar el perfil electrofarético de las protefnas
de ambas cepas, se observd que las bandas de proteina con
pesos moleculares de 28.35, 33, 96 y 100 kDa presentes en la
cepa HU no estuvieron presentes en la cepa H2. Asimismo, se
observd gue las bandas de proteina con pesos moleculares de
37 y 7% kDa presentes en la cepa H2 no estaban presentes en
la cepa HU. De acuerdo con lo anterior, la cepa HJ mostrd un
84.6% de homologia con respecto a la cepa H2 usada como cepa
de referencia {(para hacer este cdlculo se estimaron las
correspondencias entre las bandas de ambas cepas). lLas
protefnas que se observaron en mayor concentracitn fueron las

de 27 y 43 kDa (Fig 1).



FIGURA 1. ELECTROFORESIS EN BEL DE POLIACRI-
LAMIDA-SDS, DE LAS PME DE LAS CEPAS
H2 Y HU DE Hagmophilus influenzae b.

PM

97

45

29

14.2

Fotografia de un gel tedido con azul de Cooma-
ssie. Se colocaron 50 ug de proteina (PME) a cada
carril. (a) cepa de referencia H2; (b) cepa HU. El
pesto molecular de los estdndares utilizados, se
indica con las flechas.
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INMUNOELECTROTRANSFERENCIA.
Sueros Problema

Las FME de la cepa HU de Haemophilus influenzae b
separadas por electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS
y electrotransferidas a membrana de nitrocelulosa, fueron
confrontadas con sueros de pacientes en fase aguda y de
convalecientes para analizar cualitativamente la respuesta de
anticuerpos hacia esos anti{genos. Las bandas de proteinas
reconocidas por cada suero, fueron jidentificadas mediante su
comparacién con las bandas correspondicntes a los antfigenos
protéicos de la cepa HU, presentes en tiras testigo de papel

de nitrocelulosa gque se tineron con amido negro al 0.5%.

€l andlisis permitid hacer una estimacion cualitativa de
la reaccion antigeno-anticuerpo, con base en la intensidad de
color observada para cada uno de los antigenos sobre las
tiras de nitrocelulosa, para ello se dieron valores de cero
unidades arbitrarias (UA) en donde no hubo reaccion; 1 UA
cuando se observd una reaccion débil; 2 UA cuando la reaccién
fué moderada y 3 UA cuando la reaccion fué intensa (Figs 3,4

y 6).

Los resultados mostraron heterogeneidad en el
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reconocimiento de las FME de paciente a paciente: algunos
sueras reaccionaron con pocas moléculas, otros reaccionaron
con la mayor{a de ellas. De los 16 sueros de pacientes
estudiados, 15 tuvieron anticuerpos de la clase 196G
detectables en contra de las PME de H.influenzae b y
solamente un suero de un paciente en fase aguda resulto ser
negativo. Los pesos moleculares de la bandas reconocidas por
los pacientes variaron entre 27 kDa y una proteina de 100

kDa.

Los sueros de pacientes sn fase aguda de la enfermedad,
eran de nifos con edades entre 7 meses y diez anos, B de los
9 sueros probados, tuvieron anticuerpos 1g6 que reaccionaron
con 2 o mds protefnas de membrana externa de Hinb; el ndmero
de proteinas que los anticuerpos reconocieron vari¢ entre 2
y 9. Los sueros reaccionaron mis frecuentemente hacia las
proteinas de 27 (8B.8%), 34.35 (&64.5%4), 52 (b&.6%) y 96
(66.6%) kDa (el porciento se estimdé en base al numero se
sueros que mostraron respuesta positiva de reconocimiento
hacia cada PME, con respecto al numeroc total de sueros de
cada grupo estudiado), cuadra 1. No se detectaron reacciones
de anticuerpos hacia las proteinas de 28.5, 33, 47 y 1060 kDa
(cuadro 1). Na hubo correlacidn entre la edad del paciente y
el numero de proteinas reconocidas, ni con el peso molecular
de éstas. La respuesta de anticuerpos con algunos de los
sueros obtenidos durante la fase aguda mediante el método de

inmunoelectrotransferencia (IET), se muestran en la figura 2.
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CUADRO 1. ANTICUERPOS DE CLASE YgBG PRESENTES EN SUERDS DE

NIROS CON MENINGOENCEFALITIS POR Hinb, QUE REACCIONARON CON

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA DE H.influenzae b CEPA HU.

PME {(kDa) Niémero de Numero de Mamero de
pacientes pacientes nifdos

fase aguda' (%) convalec.* ) testico +

a b c

16 0/9 0 Qr7 w0 O/20
27 8/9 89.8 &/7 05,7 1O/20
28.95 0re Q 27 28.5 0/20
3 /9 Q 0’7 Q 020
35 2/9 22,2 47 S7 020
36.5 &/9 bbb 377 42.8 11720
43 /9 99 57 71.4 1720
47 /e O ts7 ta. 2 af20
49 2/9 22.2 277 8.5 0720
52 6/9 66. & 17 o7 /20
a7 379 33.3 $r7 71 TR0
2 5749 oY 37 42 0720
%6 &/9 bbb 777 $00 /20
100 0/9 ] 227 20.9 020
» 100 29 2WL2 /7 57 420

# Namero de sueros que reaccionaron contra proteinas de
membrana externa, sobre el ndmero total de sueros probados
para cada grupo.

En el grupo testigo, se incluyeron 20 sueros de nifos sin
antecedentes de meningoencefalitis.



FIGURA 2. INMUNOELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PME DE
Haemophilus influenzae b CEPA HU,EN PRESENCIA DE
SUERDS DE PACIENTES CON MENINGITIS.

123456 78%9wWn

A 8 C

Se muestran 1as bandas de proteinas reconocidas
por los anticuerpss presentes en los sueros
estudiados. A) sueros de pacientes en fase aguda
{1-6), el suero | no mostrd reconocimiento de las
PME; B) sueros de pacientes en fase convalecien-
te (7-11); C) con €] propdsito de verificar la
auvsencia de LPS en las PME transferidas, se
incluyd este control con suero de ratén
hiperinmune anti-l.P§, bajo estas condiciones no
se detectd contaminacion con LPS.
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La concentracidn de IgBG en los sueros probados se estimd
cualitativamente en funciédn de la intensidad de color debida
a la concentracidn de los reactantes (antigeno-anticuerpo) en
el papel de nitrocelulosa. La figura 3 muestra que la
reaccion antigeno anticuerpo fué mds intensa para las bandas
de: 27, 36.3, 52 y 96 kDa. La proteina de 27 kDa fué la que
tuve la mayor intensidad de reaccion con un valor de 20
unidades arbitrarias (UA), sequida de las de 52 kDa y 3b6.6

kDa con 12 UA y finalmente la de 96 kDa con 10 UA.

Todos los sueros de pacientes convalecientes cuyas edades
ascilaron entre S meses y 10 adops, tuvieron anticuerpos IgG
dirigidos en contra do varias protelnas de mombrana externa
de Hinb. El numero de proteinas reconocirdas por suero, varid
entre 3 y 10. lLa respuesta fud muy diversa entre suero y
suero, sin embargo, 103 sucros reaccionaron mas
frecuentemente hacia las protetinas de 27 (85.7%), 43 (71.47%),
S7(71%) y 96 kDa (100%4). No se detectaron respuestas de
anticuerpos hacia las proteinas de 16 y 33 kDa (Cuadro 1).

En estos sueros tampoco hubo una correlacion entre la edad
de los pacientes y el nimero de proteinas reconocidas, ni el
peso molecular de las mismas. La respuesta de anticuerpos
1g6 presentes en algunos de los sueros convalecientes
estudiados que reaccionaron con PME, se muestra en la figura

2.

Las proteinas que reaccionaron con mayor intensidad
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FIGURA S. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA
REACCION ANTIGEND (PME)-ANTICUERPO (1gG), MOS-
TRADA POR LOS SUERDS DE LOS PACIENTES EN FASE
AGUDA DE LA ENFERMEDAD

IMTEM DD G RSSO e Sk,

A.F
L1 B BRI IS L I Y A 2 A I A 5 B R U F2 R )

FIMES ORI, A 0,

Se graficaron valores arbitrariose de acuerdo con
las intensidades de reaccion Ag-Ac observadas en el
papel de nitrocelulosa (CPME~ IgG humanal -anti 1gG
humana peroxidada), para cada una de las FME, en
presencia de los sueros de nifAos en fase aguda.

% Los valores arbitrarios son una estimacion
aproximada de la concentracion de anticuerpos
presentes en los sueros de los nifos (se asignaron
valores de O en donde no hubo reaccién; 1 cuando se
observo una reaccion débily 2 cuando la reaccidn
fue moderada; 3 cuando la reaccion fué intensa).
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con los sueros convalecientes, fueron las de 27, 52 y 96 kDa

(Fig 4).

Comparativamente con los sueros de pacientes en fase
aguda, los sueros de pacientes convalecientes presentaron
respuestas de mayor frecuencia hacia las proteinas de 28.5,
35, 43, 47, 49, 57, 96, 100 y hacia una proteina de mds de
100 kba . Las PME de 28.5, 47 y 100 kDa, reaccionaron
exclusivamente con los sueros de pacientes convalecientes. En
contraste los sueros de pacientes en fase aguda respondieron
con una mayor frecuencia hacia una proteina de 346.5 kDa.
Ninguno de los sueros probados reacciond con la proteina de

33 kDa.

Sueros Testigo:

En este estudio, se oxamind la reaccidn hacia las PME
de Hinb cepa HU con 20 sueros de nifios sanos. Los resultados
mostraron también heterogeneidad en el reconocimiento de las
PME entre los sueros testigo. De los 20 sueros probados, 18
tuvieron anticuerpos IgG detectables contra las proteinas de

H. influenzae b.

La respuesta de anticuerpos I1gG de sueros de nifos con
edades entre &6 meses y B afos, estuvo dirigida hacia las
bandas antigénicas de 27, 36.5, 43, 57 y 96 kDa (fig 5). Los

antigenos que fueron reconocidos con mayor frecuencia fueron

34



FIGURA 4. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA
REACCION ANTIGENO (PME)-ANTICUERPD (1gB), MOS -
TRADA POR LOS SUEROS DE PACIENTES CONVALECIENTES.
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Se graficaron valores arbitrarioses de acuerdo con
las intensidades de reaccién Ag-Ac observadas en el
papel de nitrocelulosa (( PME-IgG humanal-anti-Ig6
humana peroxidada), para cada una de las PME, en
presencia de los sueros de pacientes convalecientes
# Los valores arbitrarios son una estimacion
apraximada de la concentracién de anticuerpos
presentes en el suero de los pacientes
convalecientes ( se designaron valores de O en
donde no hubo reacciéni 1 cuando se observéd una
reaccion débil; 2 cuando la reaccién fué modera-—
da; 3 cuando la reaccion fué intensa).
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FIGURA 3. INMUNDELECTROTRANSFERENCIA DE LAS PME DE

Haemophilus influenzae b CEPA HU, EN PRESENCIA
DE SUERDS DE NIROS TESTIGO.

¢

La fotogratia muestra las bandas de protelna
reconocidas por los anticuerpos de clase lgG,
presentes en 14 de los 20 sueros del grupo
testigo. Los pesos moleculares de los
estandares se muestran a la izquierda.
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% las proteinas de 27 y 34 kDa, no hubo reconocimiento hacia el
resto de las proteinas. El numero de proteinas por cada
suero hacia las que los anticuerpos reaccionaron, oscild
entre 1 y 3. La mayoria de los sueros respondieron con una
frecuencia del 55% o menor (cuadro 1). La respuesta de
anticuerpos 196G en estos sueros presentd cierta correlacién
con la edad, todos los nifos de 2 afos y menores presentaron
una respuesta de anticuerpos hacia las proteinas de 27 y 36.5
kDa. Los antigenos que presentaron una mayor intensidad de

reaccién con los sueros testigo fueron también las de 27 y

36.5 kDa (figura &).

Hay que hacer notar que un 50% de los sueros de nifos

testigo, reconocieron a la PHE de 27 kDa, que comparandolo

con el reconocimiento por los sueros de pacientes en fase
aguda y sueros controles, fué mayor en estos Gltimos con
88.8 % y B85.7% respectivamente (figura 7 y cuadro 1). En este

mismo sentido, el 33% de los nifos testigo reconocid a la PME

de 36.5 contra un 66.6% y un 42.8% de los sueros de pacientes
en fase aguda y de pacientes convalecientes respectivamente.

Finalmente la proteina de 57 kDa, también fué reconocida por

los sueros de niAos testigo con un SSZ.y por los sueros de

convalecientes en un 757 (figura 7).
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FIGURA &. ESTIMACION CUALITATIVA DE LA INTENSIDAD DE LA REAC-

CION ANTIGENO (PME)-ANTICUERPO (IgG), MOSTRADA POR
SUEROS DE NIROS TESTIGO.
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Se graficaron valores arbitrariose de acuerdo con
las intensidades de reaccion Ag~Ab observadas en el
papel de nitrocelulosa ( CPME-1gG humanal -anti-1gG6
humana peroxidada ), para cada una de las PME, en
presencia de los sueros de nifos testigo.

®* Los valores arbitrarios son una estimacien
aproximada la concentracion de anticuerpos IgG
presentes en los sueros de los nifos testigo (se
asignaron valores de 0 en donde no hubo reaccions

1 cuando se observéd una reaccién débil; 2 cuando la
reaccion fué moderada; 3 cuando la reaccion fué
intensa).
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FIGURA 7. PORCIENTO DE LA RESPUESTA DE RECONOCIMIENTOD
DE LAS PME DE Hinb CEPA HU, POR ANTICUERPOS 196
PRESENTES EN LDOS SUEROS DE NIRDS ENFERMOS Y SANOS.
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Porciento de reconocimiento de las PME en
funcién de su peso molecular. PA sueros de
pacientes en fase aguda probadosy ¢ sueros
de pacientes convalecientes; sueros de
nifos del grupo testigo.
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INMUNODIFUSION.

Las pruebas de inmunodifusion efectuadas para descartar
la posible contaminacién de LPS en las PHE; mismas que se
realizaron con anticuerpos anti-lipopolisacarido producidos
en ratdén de la cepa CD-1, evidenciaron solo una banda
definida de precipitaciéon entre la preparacién antigénica de
LPS de H.influenzae 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 reacciotn
entre el LPS y su anticuerpo correspondiente anti-LPS de Hinb

cepa HU, se muestra en la figura B.
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FIGURA 8. INMUNODIFUSION DEL LIPOPOLISACARIDO (LPS) DE
He. intluenzae CEPA HU, EN PRESENCIA DE SUERD
DE RATON ANTI-LPS.

Fotografla de un gel de inmunodifusién. A los

pozos exteriares se adadieron sueros (hiperinmune
de ratén anti LPS) sin diluir y diluldos 1:2, 1:4,
1:8,1:16 y 1:32, iniciando en el el poso superior y
en el sentido de las manecillas del reloj. E1 pozo
central se cargd can 379 ug de antigeno (LPS). La
banda de reaccidon antigeno-anticuerpo, se indica
can la flecha.
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DISCUSION.

fos ensayos elecrofc;éticus de las proteinas de membrana
externa, aisladas a partir de las cepas HU y H2 de
Haemophilus influenzae b, mostraron un patrfn electroforético
semejante al de otros reportes previgs ( Granoff y Munson

1986; Barenkamp y cols. 1981).

Algunos autores han reportado contaminacion de sus
preparaciones de PME con LPS de Hinb (Loeb y Smith 1982;
Claesson y cols.19B3) Las prusbas de
inmunoelectrotransterencia y de inmunodifusion para
determinar la posible presencia de lipopolisacdrido en el
extracto de PME, aqui resultaron negativas de acuerdo con la
sensibilidad del método empleadn. Esto conduce a interpretar
que en la preparacion de las PME no so copurificaron otros
componentes antigénicos como el lipopalisacirido, resultado
que confirma la reaccidn entre anticuerpos Igh5 de sueros de
pacientes y las protefnax de membrana externa de Hinb. De ser
esto cierto, nosotros pudimos estudiar reacciones antigeno-
anticuerpo que probablemente estén relacionadas con
proteccion, es decir que las protefnas de membrana externa
pudieran ser inmundgenos importantes en la proteccidn contra

la infeccidn por este microorganismo.

Estudios preliminares de alqQunos 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.
19825 Kimura y cols. 1985; Myerowitz y cols. 1978 ; Shenep y
cols. 1983). Existen otros datos que sugieren que
anticuerpos séricos en contra de antigenos no capsulares,
tienen un papel importante en contra de la enfermedad
invasiva por Hinb'(Loeb y Smith,1982). La 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 microorganismo, al parecer
radica en las actividades opsénica y bactericida mediadas
por el complemento (Hansen y cols. 19813 Granoff y cols.

1978) .

La clase de anticuerpos gque generalmente esta
involucrada en estos procesos de proteccion contra la
enfermedad por Hinb es la IgG, esta es producida comunmente
durante la fase agu&a de la enfermedad y es estimulada
preferentemente por antigenos protéicos (Granoff y Munson
1986). El proposito fundamental de esta tesis, se orientd a
la determinacidn de anticuerpos de clase 196G presentes en
sueros de nifos enfermos y no de otras inmunoglobulinas
séricas, las razones principales de dicha seleccidn se apoyan

en los conceptos que a continuacidn se mencionan:

~ La proteccién en humanos en contra de la enfermedad

invasiva por Hinb, se ha asociado principalmente a una
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respuesta humoral de anticuerpos de clase

I1g6. (Granoff y Munson 1986).

- Los anticuerpos IgG anti-PME, han demostrado una
actividad opsénica para fagocitos neutréfilos, mas
eficiente que la detectada con anticuerpos IgM (Gray

1990)

~ La actividad protectora a largo plazo, se ha asociado
con anticuerpos Ig6 y la respuesta a la mayoria
de los antigenos protéicos es fundamentalmente IgG,

de la subclase IgGl ( Vella y cols. 1990}

- La respuesta primaria hacia antigenos protéicos (timo
dependientes), se inicia con la produccion de
inmunoglobulinas clase IgM, y generalmente después de
un periodo de 9-10 dias, se manifiestan las
inmunoglaobulinas de clase Ig0 ( periodo que
corresponde a la fase aguda), la cual persiste y es

dominante incluso durante la fase de convalecencia.

La presencia de anticuerpos que reaccionaron con
proteinas de membrana externa de Hinb en sueros de nifos, sin
Bl
antecededentes de meningoencefalitis, podria explicarse

debido a:



La existencia de epitopos de reaccién cruzada entre

Hinb y otras especies bacterianas.

~ Que pudieran ser anticuerpos de reaccién cruzada hacia
epitopos compartidos entre cepas de H. influenzae,
de otros serotipos diferentes del b & de no

tipificables.

Que fueran anticuerpos adgquiridos transplacentariamen-—

te o durante el periodo de lactancia.

= Que fueran anticuerpos preexistentes, inducidos
durante una enfermedad previa o una infeccidn

subclinica por Hinb.

La respuesta deo anticuerpos 196 en sueros de nifos
testigo mostrd cierta correlacitn con la edad, todos los
nifos menores de dos afnos presentaron respuestas de
anticuerpos hacia las PME de 27 y 36.6 kDa en contraste, los
sueros de nifos entermos, respoadieron en forma independiente

de la edad.

Los ensayos de inmunoelectrotransferencia, evidenciaron
que las protei{nas fueron antigénicas en niRos con enfermedad
meningitica, ya que todos los sueros de pacientes en fase
aguda y la mayori{a de los sueros de pacientes convalecientes,

tuvieron respuestas de IgG hacia varias proteinas de membrana
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externa.

De acuerdo con las 15 proteinas de la cepa HU
evidenciadas en los geles electrofaréticos, 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 S proteinas solamente. La
diversidad de estas respuestas pudo haber sido influenciada
por factores tales como la edad, estado nutricional,
genéticos, concentracion de cada una de las protefnas durante
el periodo de enfermedad, infecciones virales o parasitarias

coexistentes,etc.

Si bién las concentraciones de anticuerpos séricos no
fueron determinadas en este estudio, la intensidad de
reaccion observada aqui, pudo estar relacionada con la
concentracién de anticuerpos en los sueros analizados. La
intensidad de reacci6én antigeno~anticuerpo evidenciada con
los sueros de nifos en fase aguda, fué menor que aquella
observada con los sucros de pacientes convalecientes, esto
concuerda con los hallazgos de Claesson y cols. (1983),
quienes reportaron que los anticuerpos séricos IgG estimados
por la prueba de ELISA (inmunoensayo enzimatico en placa),
fueron positivos pero con titulos bajos en las muestras
tomadas al inicio de la enfermedad, mientras que los sueros
de los mismos nifios analizados durante su convalecencia,

mostraron un titulo significativamente mayor.
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Gulig y cols. (1984}, utilizando el método de
radioinmunoprecipitacion para £l anadlisis de anticuerpos
especificos hacia una PME de 100 kDa, en un estudio
cronoldgico de esta respuesta de anticuerpos, reportaron su
aparicidn inicial en el suero hacia el dia 15 de la
infeccidn y este titulo se incrementd gradualmente hasta el
dia 36, Estos datos concuerdan con los hallazgos aquld
reportados, ya que el 22% de Jos sueros de pacientes en fase
aguda as{ como el 57% de los sueros de convalecientes,
respondieron con anticuerpos IgG hacia una proteina semejante

aunque un poco mayar de 100 kDa.

Los hallazgos de otros inveatigadores {(Erwin y Keny.
1984), han mostrado que f{recuentemente existen anticuerpos
hacia dos proteinas, una de 31 y otra de &0 vDa presentes en
las sueros de pacientes en fase aguda. Comparativamente en
este estudio se encontraron més frecuentemente anticuerpos en
sueros de fase aguda que en sueros de fase convaleciente pero
hacia tres proteinas, siendo estas los de 27, 52 y 96 kDa.
Estos resultados podrlan explicarse parcialmente en base a
las diferencias en los procedimientos del aislamiento de
membrana (extraccion con LiCl) y/o en la metodologia usada
para detectar interacciones entre PME y los anticuerpos
(radioinmunoensayo) .

La preparacion de las PME usada aqui, fué una fraccién

constituida por diferentes proteinas, todas ellas
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reaccionaron con una amplia variedad de anticuerpos de los
nifos. Para determinar el papel de los anticuerpos 1g6 hacia
las proteinas individuales, seria necesario purificarlas y
determinar mediante IET, los anticuerpos dirigidos hacia cada

una de dichas PME.

Aungue el proposito de este trabajo no consistié en
determinar la prevalencia de anticuerpos en el periodo
comprendido entre el inicio de la enfermedad y la
convalecencia, se sugiere que para la realizacidn de estudios
subsecuentes, se realicen determinaciones de anticuerpos
presentes en los sueros de fase aguda y convalecienta de un

mismo sujeto (muestras pareadas).

Hubiera sido deseoable realizar las determinaciones
cuantitativas para estimar la concentracion de anticuerpos
1gG presentes en los suuros de pacientes y de nifos sanos
estudiados, sin embargo, se efectud una estimacidn
cualitativa que fué suficiente para establecer gque tanto los
sueros en fase aguda, como los sueros en fase de
convalecencia de nifos enfermos mexicanos, tuvieron actividad
de anticuerpos Ig6G dirigidos hacia un gran numero de PME de
Hinb. Ademds, permitid inferir que estos determinantes
antigénicos, aparentemente estuvieron accesibles al sistema
inmune durante el proceso de la enfermedad, dada la habilidad

de estos niRos para desarrollar una respuesta de anticuerpos.



CONCLUSIONES.

Los perfiles de las proteinas de membrana externa
aisladas a partir de las cepas HU y H2 de Hinb, presentaron
un patron electroforético tipico en gel de poliacrilamida-
8DS, que concuerda con lo reportado en la literatura para

otras cepas de Hinb.

Se observé variabilidad cualitativa individual en la
respuesta de anticuerpos, hacia cada una de las PME de la

cepa HU empleada.

Los anticuerpos IgG presentes en sueros de nifos testigo
reconocieron a cinco PME, con una frecuencia de

reconocimiento menor que con los sucros de enfermos.

Los resultados del grupo testigo mostraron tener una
relacion entre la edad de los nifes y su respuesta hacia las
PME.

La mayoria de los pacientes en fase aguda y todos laos
pacientes convalecientes, tuvieron una‘respuesta de
anticuerpos de clase Ig6G hacia diferentes PME de la cepa de

Hinb usada.

Los sueros de pacientes en fase de convalecencia,
reconocieron a un numero mayor de PME, en contraste con los
ESTA TESis MO OEBE
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sueros en fase aguda (15 y 13 proteinas respectivamente).
Tres de estas PME fueron reconocidas exclusivamente por los

pacientes convalecientes.

La mayaoria de las PME fuerun reconocidas con mayor
frecuencia por los sueros de pacientes convalecientes que

par los sueras de fase aguda.

No hubo correlacion entre la edad de los pacientes con
meningoencefalitis y 21 numero de las proteinas reconocidas,

ni con su peso molecular,

Los anticuerpos 1gG de pacientes y nifios testigo, que se
estudiaron aqui, fueron anticucrpos que reaccionaron con

PME y no con el LPS de H.influenzae b.
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