i %ﬁarw@ AT e N R RN RS gt e B it

A i L ik
0 EREA et -

U I

: SUBTIPOS DE Haemophilus influenzae no tipificable DE
ACUERDO A PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA,
EN CEPAS DE NASOFARINGE Y OIDO MEDIO DE

TESIS cop
FM DE ORK{EN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO o5

FACULTAD DE MEDICINA

DIVISION DE ESTUDIOS DE POSGRADD E INVESTIGACION "5
HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ

NINOS CON OTITIS MEDIA AGUDA

T E S | S

QUE PARA DBTENER EL GRADO ACADEMICO DE
MAESTRIA  EN CIENCIAS  MEDICAS

P R E S ¢& N T A
ALBERTO VILLASENOR SIERRA

DIRECTOR DE TESIS:

DR. JOSE IGNACIO SANTOS PRECIADO
MEXICO, D.F. 1994

)



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



B N P PP

.

; Presidente:

1

| Secretario:

2

j Primer Vocal:
%é ‘ Segunda Vocal:

;_ggwda".a‘fif

P Tercer Vocal:

- Suplente:

Suplente:

e L e,

)

-

JURADGO

Dr. Onofre Muffoz Herndndez

Dr., Hector Guiscafre Gallardo

Dr. Adol fa Garcia Sainz

Dr, Alejandro Cravioto

Dr. José Ignacio Santos Preciado

Dr. Salvadgr Martinez Cairo Cuetao

Dr. José Luls Romera Zamora




Agradecimientost

A ti Rosa, mi esposa, fuente de inspiracion y consuelo, por tu
incansable apoya, desvelos, paciencia y permanente aliento. A
cada uno de mis hijos, fuente de mi esperanza y estimulo de
superacion. '

A mis padres, origen de mi formaciéon integral y a mis hermanos.
A mis suegros, paor su callada presencia y apoyo. '

Muy especialmente al Dr. José Ignacio Santos Preciado, tutor,
maestro y amigoj por su ejemplo, enseManzas, orientacién y apoyo
incondicional que me condujeron giempre a una superacion
constante y a una clara definicidon acadeémica y cienti{tica.

Al Dr. Luis Torregrosa Ferraez, Director del Hospital Infantil de
Mexico "Federico G&mez", y a todos sus Médicos e Investigadores,
pPar su ejemplo y apoyo que hizo posible mi formacibn cientifica.

Al Jefe del Dpto. de ONG Dr. Carleos de la Torre y cols. por su
apoyo para la realizacion del proyecto. A la anestesitloga
Pediatra, Dra. Veronica Flores Sanchez por su permanente
disposicidn e inagotable apoye. A las QFB. Pilar Garcia Roca,
Virginia Nava, Silvia Rendon y el Dr.Jesus Casasola, por su
valioso consejo y soporte técnicao, al Aux.de Lab. Sr. Antonio
Benites Rangel por su disponibilidad y ayuda.

A todos y cada uno de los que laboran en los Laboratprios de
Inmunaquimica, Virologia y Bacteriologia intestinal del Hospital
Intfantil de México, por su invaluable apoyo.

A mis maestros, los Dres. Onofre Muhoz Hernandez, Salvador
Martinez Cairo Cueto, Adolfo Barcia Sainz y cols, Ma. del Carmen
Martinez Garcia, Jesus Reynaga Obregon, Juan Gardufro Espinoza,
Rafael Hernadndez Lépez, Jesus Guizar Vdzquez, Jos& Ramon Paniagua
Sierra, José Dante Amato Martinez; y a cada una de mis compafieras
de Maestria que con su ejemplo, apoyo y critica diciplinaron mi
formacion.

A la Dra., Carla Odio, J.H.Jorgensen Ph.D., Stanley Malay
Ph.D., David Speert M.D. y todos aquellos investigadores que han
dejado una profunda huella en mi formacibtn personal y cientifica.

A todos los que, Hhaciendo dificil mi caminar, fortalecieron vy
purificaron mi convicciétn del ideal académico, permitiendo que
me trazara una ruta dificil de cambiar.

A todos los nifios, en especial aquellos social, mental o
ecantmicamente desprotegidos, origen y fin de mi vocacién.,

A. M. D. G.



11,
I1I.

Iv.

V.

V1.

I N D I € E

ANTECEDENTES

OTITIS MEDIA AGUDA: Epidemiologia
Fisiopatogenia
Microbiologia

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA (PME):

: Generalidades
Clasificacion

PME Haemophilys inf.
JUSTIFICACION
OBJETIVOS
MATERIAL Y METODOS

Poblacibn de estudio
Criterios de inclusidn
Criterios de na inclusion
Criterios de exclusién
Aislamiento de cepas
Tipificacibn de Hi
Obtencion de las PME
Cuantificacitn de PME
Electroforesis PAGE-SDS
Identificacion de subtipos
Cepas de referencia

CONSIDERACIONES ETICAS

RESULTADOS
Total de niMos incluidos
Bacteriologia en oido medio
Aislamiento de Hi en NF
Alsl.simultdneo Hi en OM y NF
OMA bilateral
OMA recurrente
Subtipos de Hi en OM y NF

VII. DISCUSION

X1.

VIII.CONCLUSIONES
- IX. REFERENCIAS
X. FIGURAS Y CUADROS

ANEXOS

M~~~

13
13
13
13
14
14
15
16
17
18
i8

19
20
20
21
21
22
22
23
24-28
29
30~-34
35-41

42-52




R E 8 UME N

La otitis media aguda (OMA), es una causa frecuente de consulta
pediatrica y Haemophilys influenzae ocupa el segundo lugar comp
agente etioldgico siendo en su mayoria cepas no capsuladas o no
tipificables} asimismo en forma transitoria puede formar parte de
la flora normal de nasofaringe en niMos sanos o la predominante
cuando existe OMA por esta bacteria.

Algunas caracteristicas ul traestructurales de aemgphilus
influenzae no tipificable (HINT) tales como sus proteinas de
membrana externa (PME) en el rango de 32 a 42 Kd de peso
molecular, han permitido clasificarlo en 8 subtipos y han sido
utilizadas tanto como marcadores epidemioléogicos como para
establecer mecanismos patogénicos. Diversos estudios realizados
en cepas de HINT de paises en desarrolleo y desarrollados,
muestran heterogeneidad en los subtipos aislados tanto de oidao
medio como de otras entidades clinicas. Con el fin de conocer los
subtipos de Haemaophilus influenzae no tipificable en niffos con
otitis media aguda y su asociacibn con los aislados en forma
pareada de nasofaringe (NF), se estudiaron 37 nihos de ambos
sexns entre 1 y 13 affos de edad. De estos se aislaron
simultaneamente de oido medio y nasofaringe 18 pares de HiNT; en
10 con OMA unilateral y en 4 bilateral. La identificacion de
subtipos se realizd mediante el perfil de PME obtenido de su
corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida dodecil-
sulfato (PAGE~SDS) al 1t 72 al ser comparados en el mismo gel
con el de los 8 subtipos de referencia danados gentilmente
por T. Murpy.

Todas las cepas aisladas de oldo medio fueron subtipificables
mientras que el patrén de PME de 4 tepas de NF no permitid
incluirlas en alguno de laos B8 subtipos de referencia (no
subtipificables). 14 de 1los 18 aislamientos pareados fuaran
subtipificablesy en 13718 (72 4), los subtipos de HiINT fueron
idénticos y 1718 (& Y) diferenteas. Los mads frecuentemente
encontradas fueron @l 6, 4 y 5. Aunque el perfil de PME de
nuestros aislamientos fue heterogénen, existio evidencia de

restriccian clonal ya que en 32 de JI& cepas estuvieron

representados 5 de los 8 subtipos descritos (ST 3,4,5,6
y 8), y adiferencia de otrog estudios los subtipos aislados
mostraron una notable similitud con los descritos en nihos con
OMA en los E.U. (ST 2,3,4,5,6 ¥ 7). El haber encontrado cepas de
NF que no correspondieran a alguno de los B subtipos descritos,
pudiera explicarse por subtipos diferentes o bien a una mezcla de
mas de uno en la colonla elegida inicialmente para su estudio. En
conclusiony el sistema descrito para clasificar a HINT en 8
- subtipos permiti6 hacerlo en la totalidad de los HINT aislados
de oido medio y 1la mayoria de nasofaringe. En el 72 % de los
niflos con OMA estudiados, el subtipo aislado en oido medio y el
que coloniza la NF fue el mismo. Los subtipos aislados mostraron
restriccion clonal y la similitud con los aislados en E.U.

sugiere la presencia de cepas gtitogénicas comunes ampliamente
distribuidas. :
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I.ANTECEDENTES

La otitis media aguda (OMA) esta considerada como la tercer
causa de consulta pedidtrica (1), manifestdndose con signos vy
sintomas locales y sistémicos, opacidad y abaombamiento de 1la
membrana timpanica y una duracion menor a 3 meses (2). La mayor
incidencia ocurre en log primeraos 36 meses y entre los 6 a 8 aﬁoé
de edad, y en paises frlds 0 templados se presenta con una mayor
frecuencia de diciembre a marzo. Ocurre como episodio Unico en
el B2 7 de los nifios, en el 19 % se refiere un segundo cuadro y

hasta un tercer episodio en el 4 % de los niMos afectados (3).

Se han considerado varias explicaciones para la alta
incidencia de OMA en edades tempranas tales como: a) la inhadurez
inmunoldgica del lactante, h) la disposicidn anatémica y
funcional de la trompa de Eustaquio que facilita la infeccién por
via ascendente,c) la ausencia de alimentacidn al seno materna, vy
d) varios factores relacionados a la alimentacidn con biberdn,
como el desarrollo diferente de los musculos faciales que afecta
la funcion de la trompa de Eustaquio, la necesidad de una mayor
presibn negativa al succionarlo facilitando la aspiraciéon de
leche hacia oldo medio, vy la posicitn horizontal frecuente en el

nifio alimentado en esta farma (4,95).
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De 1los agentes etioldgicos descritos en OMA, Haemophilus
influenzae (Hi) es un de los mas frecuentemente aislados (&).
Existen cepas capsuladas o tipificables de acuerdo a ia
aglutinacidn con antisueros especificos (a-f) y cepas que carecen
de capsula o no tipificables (NT). En la recopilacidn de 4,675
casos de OMA en Estados Unidos, 8Suiza y Finlandia, Hi ocupd el
sequndo  lugar con 21 A, siendo en su mayoria NT (7)., Otros
estudios muestran paorcentajes similares (8,48) incluyando el

realizado por Rodfiguez en México (9),.

Se conoce poco sohre la patogénesis y la epidemiologia de las
infecciones invasivas debidas a Haemophilus influenzae no
tipificable (HiNT) (9), asi como el significado del estado de
partador nasofaringeo en nihos que varla en distintas series como
l1a descrita en México por Guiscafre (31) de 4 a 6 Z y hasta
60 % en otros paisesi sin embargo, su presencia se asbcia a un

riesgo mayor de OMA en nitios que asisten a guarderia (10).

Algunos estudios de patogénesie indican que el dasarrollo de
anticuerpos especificos por el hospedero asi como la marcada
diferencia en la adhesividad, invasividad, virulencia Y
resistencia al efecto bactericida del suero humano mediado por
complementa, asta relacionada estrechamente con marcadores
ultraestructurales y macromoleculares de la bacteria, como es el
caso de las proteinas de membrana externa (PME) (9,11,12). Estas
fueron inicialmente descritas por Miura y Mizushima en 19468,
quienes lograron separar la membrana citoplasmatica de

Escherichia coli (E.coli).



Dichos investigadores definieron 1la composicion de la
membrana citeoplasmitica, que estd constituida por proteinas vy
fosfolipidos, vy de 1la mémbrana externa que ademds contiene
lipopolisacaridos. Consecutivamente, en 1970 Schnaitman
describio las PME de acuerdo con su patron electroforético en
geles de poliacrilamida-dodecil sulfato sbdico (PAGE-DDS) y en
1978 Pi Rienzo, Nakamura e Inouye propusieron un sistema de
nomenclatura unico en el que la definicitn de cada PME fuera en
base a su composiciébn quimica y su movilidad electroforética. En
1980 Osborn y Wu reclasificaron en 3 grupos esta nomenclatura
sobre la base de la estructura y funciédn de las PMEj
1. Proteinas matrices o porinas (la-1b)y; II. Proteinas
modificables por el calor (Ja); Y III. Lipoproteina de Braun

(12).

En el casp de HINT se han identificado de 10 a 20 PME, con
una amplia variabilidad de estas en distintas cepas
(?9,13,14,15,16). En 1983 Apicella y cols. (9) en un estudio de 48
cepas analizaron 2 bandas de mayor densidad © proteinas
mayores, en un rango de paso molecular de 32,000 a 42,000
daltones, éntre las cuales se encontraban bandas intermedias con
8 patrones electroforeticos distintos, mismos que fueron
utilizados para clasificar a HINT en 8 subtipos (ST). Murphy vy
Bartos en 1988 (17) destribieron estas 2 bandas, vy la de mayor
densidad o pruteina principal la llamaron proteipa P2 o b/c,
reconocida 8 través de anticuerpos monoclonales, coma un sitio

blanto para el desarrollo de anticuerpos bactericidas.




La identificacitn de subtipos de Haemophilus influenzae no
tipificable en base a sus proteinas de membrana externa ha sido
de gran utilidad por las siguientes razones: a) la técnica para
sy obtencidn es reproducible y 1los resultados Jutiles para
clasificar a este grupo heterogeéneo de HINT b) son estables a
manipulaciones experimentales €) su ildentificacidn no es
dependiente de la fase de crecimiento de la cepa d) no sufren
cambios al pasar por medios de cultivo o animales de
experime@ntacian e) es uti)l con fines epidemioldgicos y f) su
inmunogenicidad puede derivar en el desarrollo de una- vacuna

(9.11,12,13).

En 1983 Murphy Yy cols. (9) describen 1los casos de 3 niMNos
con otitis media aguda por HINT en los que se aislda el mismo
subtipo simul taneamente de oido medio Y nasofaringe

correspondiendo éstos al 2, 3 y 4 respe:tivamente.

En 1987, los mismos autores (18) describieron 19 aislamientos
simultaneos de HINT en ofdo medioc y nasofaringe de niffos con OMA
y otitis media aguda recurrente; en 146/19 aislamientos pareados
(847%) el subtipn aislado en .oidn medio fue igual al de
nasofaringe encontrando los subtipos &%, 7 y &6 por orden de

frecuencia.
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II. JUSTIFICACTION

En relacibtn a los subtipos de HINT aislados de olido medio u
otros sitivus clinicamente significativos que han aparecido en
reportes de la literatura en diversos paises es interesante
mencionar su variabilidad regional en patologias especificas,
posiblemente asociada a una distinta susceptibilidad en el
hospedero geneticamente determinada a infectarse por ciertos

subtipos (19,20).

En México, la otitis media aguda causada por Haemophilus
influenzae no tipificable es probablemente un problema
impartante, vy aungque la cantidad real de nifios afectados por
esta entidad no la conocemas por el momento, es un motivo
frecuente de consulta externa en nuestra Hospital. Por otra
parte, en relacidn a los 2 estudios previos al nuestro en los que
ge han identificado diversos subtipos de HiNT aislades de oido
medio y nasofaringe de niffos con otitis media aguda, au tamaffo de
muestra ha sido pequeflo. Por ello, creemos que en nuestro medio,
el conocimiento de los subtipos de Haempophilus influenzae no
tipificable aislados en oido medio Y nasofaringe
simul taneamente, es importante para incrementar el conocimiento
en epidemiologia molecular y mecanismos patogénicos. Ademas, la
realizacion posterior de un estudio colaborativo multicentrico
nacional con un muestreo representativo de nitos con otitis
media agquda paor HINT ofreceria un panorama de los subtipos
prevalentes y con ello el fundamento para el desarrollo potencial
de vacuna vs cepas de Hi no tipificables que incluya los

antigenos mas frecuentemente aislados.
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1I11. O BJETIVOS

i - ldentificar las subtipos de HINT en base al patron
electrafaoretico de proteinas de membrana externa, de cepas

aisladas de nasofaringe y cido medio en nifos con otitis media

aguda

2 - Asociar los subtipos de HINT identificados, de los
aislamientos pareados de nasofaringe, con los de oido medio, en

niffos con otitis media agquda.

12




IV. MATERI1IAL Y METODOS

POBLACION DE ESTUDIO:

Se incluyeron a nifioe cuyas edadaes fluctuaron antre L mes y
13 ahos de edad, captados de las consultas de urgencias vy
otarrinolaringologia del Hospital Infantil de México ”Féderico
Gomez", en el periodo comprandido de mayo de 1991 a ‘enero de
1993, en quienes habiendose realizado el diagnostico de otitis
media aguda, se aislara Haemophilus influenzae no tipificable en
forma simultanea de oido medio y nasofaringe. Se considerd el
diagnostico de OMA i el paciente presentaba la tfiada de

signos otoscopicos consistente en membrana timpanica hiperémica,

‘abombada e hipoméovil a la neumatoscopia, ascciada o nd con alguno

de los siquientes signos y sintamas : fiebre, irritabilidad,
dolor de cabeza, apatia, anorexia, vomito, diarrea, otalgia,

hipoacusia, vértigo o tinitus (22).

CRITERIOS DE INCLUSI1ON
= Nitos entre 1| mes y 13 ahos de edad con otitis media aguda u

aotitis media aguda recurrente con membrana timpanica integra.

CRITERIOS DE NO INCLUSION
i =Pacientes con otitis madia cronica. 2 - Con membrana timpanica
rota. 3.~ Que hubieran racibido mas de 72 hrs., de antibidticos al

llegar a la primera consulta. 4.~ Niftos con. inmunocompromiso.

CRITERIOS DE EXCLUSION
1 - Nifos en laos cuales no hubiera sido posible tomar o cultivar
alguna de las muestras de oido medio o nasofaringe. 2.~ Nibkos

cuyos padres o tutores rechazaron participar en el estudio.

13




AISLAMIENTO DE CEPAS
Cada timpanocentesis fue realizada por el investigador caon

el niffo previamente sedado por un anestesidlogo pediatra.

TECNICA: El primer paso consistid en la esterilizacidn del
conducto auditivo externo con alcobol al 70 2 por 3 minutos,
tomanda posteriormente un cultivo del mismo. La puncidn de la
membrana timpanica se realizd en su cuadrante postero-inferior
utilizando un otoscopio de cabezal quirdrgico. La aspiracidn del
oido medio fue hecha con una aguja para punciédtn lumbar del
numero 20 doblada en forma de balloneta unida a una Jjeringa

desechable para PPD de 1 ml que funciond como recipienta (24,25).

Al material obtenido del oido medic ( 0.1 a 0.2 ml ) se le
realizd tincion de gram para una orientacion terapéutica
inicial y se cultivé en placas de gelosa sangre de carnero Y
gelosa chocolate e incubadas a 3% grados centigrados en
atmésfera de 34 de CO2 (17). Al mismo tiempo, con un isopo
estéril humedecido en caldo Stuart, se tomb muestra de

nasofaringe, cultivandaose en los mismos medios.

TIPIFICACION DE Haemophilus influenzae

Cada aislamiento fue identificado compo Haemophilus influenzae
por su morfologia colonial, visualizacidon microscdpica de
cocobacilos gram negativos y por requerir factores X y V (hemina
y nicotinamida adenina dinuclebtido NAD) para su crecimiento. Se
consideraron como Hi no tipificables cuando las cepas no
aglutinaron con ninguno de los sueros especificos a-f (Phadebact

KARO-BIO)

14



De cada placa de gelosa chocolate con colonias sugestivas de
Haemophilus influenzae, tanto de muestras de oido medio como de
nasofaringe, se tomaron en forma aleatoria cuando fue posible, de
1l a 4 diferentes colonias para realizar subcultivos de cada una
de ellas por separado, realizando posteriormente el corrimiento
electroforetico, dada la posibilidad de aislar diferentes
subtipos de HINT en la misma muestra de oido medio asi como de

nasofaringe.

MANTENIMIENTO DE LA CEPA DE HINT Y OBTENCION DE PROTEINA DE
MEMBRANA |

Utilizamos el método descrito por Barenkamp y Cols (22). Cada
aislamiento fue subcultivado en gelosa chocolate e incubado por

18 a 20 hre. a 33 grados C. en una atmdsfera de CO2 al 5%4.

Se realizd un inoculo de cada aislamiento en 5 ml de caldo
cerebro corazon, enriquecido <on hemina (10 megr/ml) y
nicotinamida adenina dinuclebtido (10 mcgr/ml)., Después de
incubar durante 18 horas, 1los 5 ml de cultivo se colocaron en 350
ml de caldo cerebro corazén enriquecido con factores X v V en
frascos de 100 ml e incubados a 39 grados C. en agitacién

durante 18-24 hrs.

Las bhacterias se colectaron independientemente de la fase
logaritmica de crecimiento por centrifugacidn en una
ultracentrifuga BECKMAN L-60 a 40,000 x g por 20 minutos a 4
grados C. y congeladas a -20 grados C. en viales para su uso

posterior.

13
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Cada aislamienta bacteriano fue resuspendido en 10 ml de
amortiguador de HEPES ©O.01 M (pH 7.4) vy roto por sonicacibdn
(Branson Sonifier 230) a ™ 100 Watts, con S periodos de 20

segundos cada uno en tubos de plastico sumergidos en hielo.

Las bacterias intactas y grandes detritus se removieran por
centrifugacion a 1,700 x g por 30 minutos, y las membranas de las
bacterias se colectaron por centrifugacién a 100,000 x g par &0

minutos a 4 gradas C.

El botin resultante se homogQenaizt por agitacién y se
resuspendid en 1 ml de amortiguador de HEPES Q.01 M, y L m] de la
sal 5adi:a de N-lauroylsarcosine (Sarcasyl) al 27 en
amartiquador de HEPES 0.01 M (v/v) dejanda incubar la muestra a
temperatura ambiente por 30 minutos para salubilizar las

proteinas de membrana interna.

La fraccién insoluble al detergente (preparacién rica en
membrana externa) se caolectd por centrifugacion a 106,000 X g
por &0 minutos a 4 grados Cy el botbn se resuspendid en 100
microlitros de agua destilada. La concentracidn de proteinas se

determind por el método de Lowry (23).

16
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ELECTROFORESIS EN GELES DE POLIACRILAMIDA-DDS

La preparaciotn de membrana se ajustd de tal manera que al
hacer la dilucion en 4:1 con una muestra de amortiguador
preparado con TRIS HC1 0.5 M pH 6.8 (9 ml), SDS 10 % (0.% ml),
glicerol (0.5 ml), agua bidestilada (? ml) y azul bromofenol R
250 (10 mg), se abtuviera una cencentracitn de 13 mcgr de
proteina. Se calentd a 100 grados C. por 5 minutos, para
después enfriar bruscamente en agua con hielo para facilitar la

desnaturalizacidon proteica.

La electroforesis se realizé usando una minicamara (Mighty
Small II Mod. SE 230, Hoefer Scientific Instruments) aplicando
alicuotas en concentracién de ™~ 15 microgramos de protelnas a
cada ranura de un gel de concentracion preparado con 304 de
acrilamida y 0.8% de N,N' bisacrilamida, vy el gel de separacién

11 % de acrilamida y 0.3/ N,N’ bisacrilamida.

Se aplicaron alicuotas de 1.5 microlitros de proteinas de
peso molecular estandarizado (SDS~PAGE Molecular Weight Standard$
Low—-Range 14,400~ 97,400 BIG-RAD), &n el primer carril de cada
gel. La electroforesis se realizéd a 4 grados C. vy a 30 v hasta
que la muestra alcanzd el gel de separacion, Yy se incrementd a
100 v hasta que el rastro del colorante estuvo a 1 mm. del botén

externo inferior del gel.
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Una vez tarminada la electroforesis, cada minigel fue
colqcado en una solucian para teMir concentrada (4cida aceético
al 10%, Methanol 25 4 y azul de Coomassie al 0.29% %) durante una
hora. Posteriormente se colagcaraon en uyna solucidn para destefir
(Acido aceticao 10 %4 y Methanol 234) con una espanja encima del
gel para absorber el colorante y con varias recambios

durante 24 hrs.

La ididentificacién en subtipos de las cepas prablema se
realizd en 2 etepas; en la primera se corrieron en uno de los
geles y en farma pareada las PME de las cepas aisladas de oido
medio y nasotaringe y en el otro, 1las de las B subtipos de
referencia donadas gentilmente por Timothy F. Murphy, M.D. da la
seccion de enfermedades infecciosas de la Universidad de Buffalo
en Nueva York (cuadro 1) para finalmente comparar sus perfiles en
forma visual. En la segunda, s8 realizd otro corrimiento de
lags PME del subtipo de oido medio o nasofaringe vy en forma
contigua las del subtipo de referencia que en la primera etapa
parecia ser visualmente el mas semejante. E!l procedimiento se
repitio hasta que el perfil de bandas de PME entre 32 y 42 Kd de
cada cepa problema fue visualmente idéntico al de alguna de las

cepas de referencia.
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V. CONSIDERACIONESTS ETICAS:

La timpanocentesis fue realizada una vez que se explicd a.

los padres o tutores los_riElgos y beneficios del procedimiento,
claramente seMalados por escrito en la carta de consentimiento
informado (anexo l) y que éstos firmaran su aceptacidn en forma
escrita. El1 area fisica utilizada para el prucedimiegto contb
con la ayuda de una enfermera pediatra como asistente, oxigeno,
carro rojo y todo el material necesario. La sedacidn estuve a

cargo de wuna anestesicdloga pediatra, utilizando un derivado

benzodiacepinico de accion ultracorta (Midazolam) previa

atraopinizacién. El investigador realizé las timpanocentesis
después de un afo de entrenamiento en el servicio de
Otorrinolaringologia del Hospital, con autorizacion escrita del
Jefe dél servicio. En ningun caso se presentaron complicaciones
durante o después del procedimientn. En todos los casos, el
matqrial obtenido del oido medio fue cultivado y las bacterias
identificadas, realizando pruebas de susceptibilidad a
antimicrobianos. Los resul tados fueron comunicados a los
familiares en su mayoria por via telefbnica, logrando advertir
temprénamenta sobre cambiovs en 1la terapéutica inicial. Laos
pacientes mayores de 4 aflos consistentemente refirieron una
mejoria o desaparicitn de la otalgia en farma inmediata paosterior
al procedimiento. El seqguimiento se realizé diariamente durante
los primeros 3 dilas y lueqo en forma semanal hasta completar un
total de 3 méses o antes, si su evolucién clinica y los signos

otoscédpicos maostraban una total recuperacidén.,
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VI. R E 8 U L T A D O 8 :

El estudio incluyéd un total de 57 nitos con otitis maedia
aguda, captados en un periodo de 21 meses comprendidos de mayo
de 1991 a eneroc de 19933 20 (35 L) del sexc femeninao y 37 del
masculino (63 %) cuya distribucion por grupos de edad mostro una
mayor praporcion de casos entre los 2 y 4 afios de edad

(cuadra 2).

Se realizaron un total de &7 timpanccentesis, 10
bilaterales, 22 unilaterales izquierdas y 25 unilaterales
derechas, incluyendo las de 2 nifas con cuadros de otitis media
aguda recurrente . En 2 casonsi una nifa de 7 ahMeos y un nifio de
3, 1los padres no aceptaron la realizacitn del procedimiento por
lo que fueron excluidos y manejados empiricamente teniendo una

evolucion clinica satisfactoria

MICROBIOLOGIA DEL OIDO MED1O:

Se Logrd el aislamiento de baterias en 41 nitos (72 4).
Haemophilus influenzae en su totalidad cepas no tipificables, fue
la bacteria predominante, aislada en 22; en 18 de un solo ofido vy
én 4 de ambos simultaneamente. §,pneumoniae ftue aislada en

13 niffos (23 %) y junto con Haemophilus ipfluenzae sumaron el

62 4 de los aislamientos. S.aureus, N.sjicca, N.subflava y
S.pyogenes en orden decreciente, fueron aislados en una

proporcibn global inferiory 10 % (cuadro 3}.
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AISLAMIENTO DE Haemophilus influenzas DE NASOFARINGE

Se aisld Hi de nasofaringe en 20 (35 %) de los 57 nifos,

correspandienda 18 ( 90 % ) a cepas NO TIPIFICRBLES y 2 ( 10 %)

del tipo b.

Resulta interesante mencionar que da los 22 niMos en que sa

aisld Hagmophilus influenzae no tipificable»del oido medio, fue

recuperado simultaneamente de nasofaringe en 14 (64 %) ; mientras
que de los 39 restantes en gque no se aislé Hi de oido medio se

aencontraron solamente & (17 %) portadores nasofarihgens.

AISLAMIENTO SIMULTANEC DE Haemophilus infiluenzae DE OIDO MEDIO Y
NASOFARINGE
Definimos coma  CASO al aislamiento simultaneo de

emoph 8 influenzae no tipificable en wun aido medio y
nasofaringe, dada la posibilidad descrita por Murphy (18) de

encaontrar en un mismo paciente, subtipos de HINT diferentes en

cada uno de ambos olidos.

En nuestro estudio Haemophilus influenzae se aislé en forma
pareada de oldo medio y nasofaringe en 14 (25 %) de los 57 nihos,
asociado en 10 con otitis media unilateral y en 4 bilateral; de
esta forma, obtuvimos 10 CAS08 de 10 niffos con oatitis medié

aguda unilateral y © CASOS de 4 nifics con otitis media aguda

bilateral.
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OMA BILATERAL:

En relacitn a los 4 niMos que cursaron con afectacibn de
ambos oidos, en ninguno se aislaron simultaneamente subtipos

diferentes en ambos oidos.

OMA RECURRENTE:

los casos 9 y 14, caorrespondieron a un paciente con OMA
recurrente, con un cuadro en OM] y postericrmente en OMD con un
intervalo de 39 dias entre ambos. En los daos episodios, los Hi
aislados de oido medio fueron dé SUBTIPOS DIFERENTES (ST-3 y &)

respectivamaente,

Los casos 13,15-16 vy 18, pertenecen a otro nifo con OMA

recurrente; el primer cuadro en el OMI, el segundo bilateral vy

un tercero nuevamente en OMI. El intervalo entre el primer 'y

segundo cuadro fue de 23 dias y entre éste y el tercerc de 15
dias. A diferencia del anterior se aislée EL MISMO SUBTIPO (ST-4)

en los 3 episodios de OMA (cuadro 4).



SUBTIPOS DE Hagmophilus influenzae DE LOS AISLAMIENTAS PAREADOS
DE 0O1D0 MEDIO Y NASOFARINGE:

Todos los HINT aislados de o0ido medio fueron subtipificables
y por orden de frecuencia se encontraron los subtipos 6, 4, 5, 3
y 8. Asimisemo en nasofaringe, con excepcidn de 4 cepas cuyo
patron electroforeético de PME no correspondid a ninguno de los 8
subtipos de referencia (no subtipificables), recuperamos los

subtipos &, 4, 9 y 3 en orden decreciente (Cuadro 4).

14 de los 18 aislamientos pareados fueron subtipificables; en
13718 (72 ) los subtipos aislados de oido medio y nasofaringe

fueron idénticos y en 1718 (& %) diferentes (Figura 1),

Considerando en su totalidad a los HiNT subtipificables tanto
de oido medio como de nasofaringe en 32 de las 34 cepas aisladas,
estuvieron representados 5 de los 8 subtipos de referencia. Los
mas frecuentemente aislados fueron el &4, 4 y § mientras que los

subtipos 1, 2 y 7 no fueron recuperados en ningidn caso

{cuadro 5).
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VII.D I 8§ € U 8 I O N

En nuestro estudio, al igual qQue en otras series (3,26) 1la
mayar proporcian de casos con otitis media aguda ocurric en el
gsexo masculino, en los primeros 4 affos de vida con un pico a los

2 aftas y sin predileccidén par ninguno de los aidos.

Pesde el punto de vista microbicoldgico, la proporcion de
aislamiento bacteriang en el liquido de oido medio fue también
similar (246); sin embargo Haemophilus influenzae vy no 8,
pneumoniae fue la bacteria mds frecuentemente aislada, tal vez
consecuencia del sesgo de seleccion propioc de un Hospital de Ser
nivei de atencistn, ademas de haber sido incluidos 2 nikos con
otitis media aqQuda recurrentey uno de ellos (caso 13,15-14
y 1B}, y otro (caso 9 y 14) {(cuadro 4) en los que se aielod

Haemophilus influenzae en todos sus episodios de OMA.

El estudio de HINT mediante su perfil electroforético de
proteinas de membrana externa descrito por Murphy (9) vy mediante
el cual es posible identificar al menos 8 subtipos diferentes,
fue reproducible y Gtil para subtipificar a 18/18 (100 %) cepas
de HINT aislados de olido medio y 14/18 (78 ) cepas de

nasatfaeringe.

A pesar de que e)l perfil de PME de nuestros aislamientos fue
heterogéneo, estuvieron representados S de los 8 subtipos de
referencia en 32/346 (88 4) cepas de HINT aisladas de oido medio
y nasofaringe, mostrando con ello evidencia de restriccion

clonal.
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En esta serie de casos, al igual que lo reportado por otro
autor (18), la mayoria (72 %) de los aislamientos simultaneos de
HiINT en oido medio y nasofaringe correspondieron al mismo
subtipo no encontrando una diferencia estadisticamente
significativa al comparar 1la proporcion de aislamientos pareados
con el mismo subtipo en ambos estudios. Esto sugiere qué en la
mayoria de los casos con otitis media aguda por un subtipo dado,
los nilos generalmente son colonizados simultaneamente en vias

respiratorias altas por un solo subtipo de HiNT,

En uno de nuastros pacientes (caso # 14) los HiINT aislados
de oldo medio y nmasofaringe fueron subclasificables, sin embargo
el subtipo aislado en ofido medio fue diferente al de
nasafaringe. Una posible explicacibtn es que en algunoﬁ casos (la
minoria) la nasofaringe es colonizada por mas de un subtipo de
HINT no tomando por azar el mismo subtipo del aislado en oido

medio.

Dado que ha sido ampliamente dempnstrado que los patrones de
PME son estables e independientes de la variabilidad de las
condiciones in vitro (9), es probable que el no haber aislado en
nuestro estudio S de los B8 subtipos de referencia conocidos,
repraesente up efecto de sesgo de seleccibn de la muestra, a su
tamaffp © quizd a una baja frecuencia de asociacidn de estos

subtipos en niffos con otitis media aguda.
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Los subtipos 3,4,5,6 v 8 de HINTY encontrados en nuestros
pacientes mostraron una similitud interesante no reportada
previamente, con los aislados en un grupo de nifios de diferente
raza Yy regidn geografica con otitis media aguda de wun estudio
realizado en los E.U. 85T7-2,3,4,3,6 v 7 (18) concordando en 4
(subtipos 3,4,5 y 6) de los & aislados en ambos estudios
(Figura 2). Esto es de interés ya que a pesar de estas
diferencias, ambos concordaron en una propoarcidn impartante en

la infeccitén por 4 subtipos comunes. Dado la n pequefra de niflos

Y su pobre representatividad en ambos estudios, esta

similitud _pudiera estar dada por el azar o bien, sugerir qgue
tanto la raza como las diferencias regionales, podrian ser
insuficientes para explicar la heterogeneidad de subtipos de HINT
reportada hasta lel momanto en otros estudios (19,20) y que
existirian entonces cepas otitogénicas de Haemaphilus influenzae

con una amplia distribucidén geografica.

En algunas cepas aisladas de NF su perfil de proteinas de
membrana externa no correspondid 3 ninguno de los subtipos de
referencia (no subtipificables), posiblemente como caonsecuencia
de la mezcla de mas de uno en la colonia elegida al azar para su
estudio obteniendo asi un patron mixto, o bien a la presencia de
subtipos diferentes a los 8 de referencia que por su baja

frecuencia no han sido descritos.
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P D U S

OMA RECURRENTE:

En los 2 nimfos con cuadros de OMA recurrente, 1los subtipos
de HINT aislados del mismo paciente fueron [IGUALES si el lapso
entre un cuadro y otro fue menor a 30 dias, tréduciendo
REINFECCION por una misma cepa; vy DIFERENTES cuanda el lapso
fue mayor a 30 dias vy en donde la infeccién por una cepa
diferente fue la regla. Estas observaciones son similares a las
descritas.por Barenkamp y cols. vy otros (18,29}, sin embargo

nos llama la atencidtn que en uno de nuestros casns con OMA

recurrente en el que se aislod el mismo subtipo en 3 ocaciones, el

hospedero haya sido aparentemente incapaz de desarrollar

inmunidad especifica.

OTITIS MEDIA AGUDA Y PORTADORES NASOFARINGEOS:

En los pacientes en los que se aislé HINT de oido medio, la
proporcidn de recuperacion simultanea de HANT de
nasofaringe (64 4) fue casi cuatro veces superior que en los
casos an los que no se aislo de oido medio (L7 i). .Esta
observacion concuarda con lo descrito por Faden (27) y Lonq (28)
en relacion al valor predictivo positivo en la etiologia de la
otitisk media aquda cuando HiINT es aislado en  un cultivo de

nasufaringe como flara predominante.
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Finalmente, el desarrollo de una vacuna para cepas no
tipificables debe basarse en antigenos que se conserven entre
distintas cepas, capaces de generar anticuerpos protectores vy
que sean buenns inmundgenas (30). Aungque la PME mas prominente,
base de la clasificacidn en 8 subtipos corresponde a P2 v reune
las caracteristicas idobneas para el desarrollo de una vacuna, su
heterogeneidad entre las distintas cepas ha llevado a algunos
investigadores a paner su atencidn sobre otra proteina de
membrana externa, la proteina P& de 16.6 Kd (17) que ademas de
reunir los requisitos de inmunogenicidad y ser capaz de inducir
la generacion de anticuerpos bactericidas por el hospedero, esta

conservada en toda la especie Haemophilus incluyendo capsulados.

Por tanto, aunque el desarrollo de una vacuna posiblemente
incluird a 1la proteina P6 (17,30) la restriccion clnnal. Yy la
concordancia de subtipos de Haemophilus influenzae na
tipificables encontrada en nuestros niffos con otitis media aguda
y su similitud con los de otro estudio en las E,U. (18), nos
permite suponer caon razonable optimismo que el desarrollo
potenctial de una vacuna para Hi no tipificables podria ser de

utilidad para nuestra poblacidn infantil.
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VIIl.C 0O N C L U 8 I 0O N E S :

- En nuestro estudio, los subtipos de Haemophilus influenzae no

tipificable aislados de oido medio y nasofaringe fueron los

siguientes:

ST 3 n= 3
ST 4 n = 10
8T 5 n= 7
8T & n =11
ST 8 n= |

Los subtipos 1, 2y 7 no fueron encontrados

~ En su mayoria (72 4), los subtipos de Haemophjilus influenzae no
tipificable aislados en oido medio de niffas con atitis media

aguda, fueron IGUALES a los subtipos aislados simultaneamente en

nasafaringe.
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Figura 1.- Similitud entre ST de HINT aisl. deOM y NF

22%

[] ST pareados diferentes
64 Cepas de NF no ST
B ST pareados idénticos
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Figura 2.- ST de HiNT en OM y NF de niilos con OMA
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Cuadro 1

Cepas de
referencia donadas
por T. Murphy

subtipo cepa
1, 1479
2. 2019
3. 7502
4, C79461%
5. 4971
6. 78914
7. 5457
8. 3198
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Cuadro 2

Digstribucidn de los casos de
acuerdo a edad en aMos

Atos cumplidos n ( %2)

i 5 9

2 11 19

3 ) 11

4 9 16

B 3 -5

& 8 14

’ 7 3 5
B 4 7

9 4 7

. 10 3 5
. 11 0 . 0
12 0 0o

13 1 2

Tot.

.
w
~

100
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Cuadro 3

Bacteriologia del liguido de oido medio obtenido

mediante timpanocentesis de
media aguda. ‘

57 nihos con otitis

PACIENTES

n (4 BACTERIA AISLADA
22 39 H. influenzae
13 23 S. pneumoniae

3 5 5. aureus

2 3.9 N.siceca,subflava
1 2 S.pyogeneé

16 28 % CULTIVO NEGATIVO
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Cuadro 4

Subtipos de HiINT aislados simultaneamente de
oido medio y nasofaringe de nifos con OMA

# CAS0 OM1 ST OMD ST NF ST
A i + b6 - - + b
A 2 - - + b + -]
3 + S - - + NC
4 - - + 5 + e
B S + 6 - - + 6
B 6 - - + 6 + b
7 + 8 - - + NC
8 + 9 - - + 9
c 9 + 3 - - + NC
€ 10 - - + 3 + NC
11 + 4 - - + 4:
12 - - + ) + g
13 + & - - + 4
14 - - + 6 + 3
D 19 - -~ + 4 + 4
D 146 + 4 - - + 4
17 - - + & + &
18 + 4 - - + 4

*A”,B,C,D. = corresponden a 1los 4 casos con
timpanacentesis bilateral
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Cuadro S

Subtipos encontrados en oldo medio
y nasofaringe en 18 CASOS con OMA

ST n ST n

buN.H
- | OFAOO
M~

o
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XI. ANE X OGS :

( ANE X O # 1)

Fecha de de 199_

Par medio de la presente concedo autorizacién para que mi

hijo(a) sea estudiado y tratado

en forma ambulatoria de una infeccibn del oido medio (otitis
media aguda) en este Hospital, a sabiendas de que, con el objeto
de conocer el tipo de microbio que la ocasiona, vy disminuir el
dolor de su oldo, se extraerd la pus que este contiene bajo
sedacidn a través de la puncidn de la membrana timpdnica
{timpanocentesis).

La informacion que de aqui se derive, sera dada a conoter
exclusivamente a los padres o tutores del menor y la inclusiétn en
el estudio no implicaréa ninqun gasto extra por parte del
familiar. Los riesgos y beneficios de la timpanocentesis se me

han explicado a entera satisfaccion.

El no aceptar participar en esta investigacién, no afactara la

atencidn del niffo o de su familia en lo futuro en este Hospital.

S1 CONCEDO MI AUTORIZACION PARA QUE A MI HIJO(A) le sea realizada

la timpanocentesis.

FIRMA DEL PADRE (MADRE) O TUTOR

FIRMA DEL MEDICO QUE OBTIENE EL CONCENTIMIENTO

TESTIGO TESTIGOD
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ANEXDZDO L 2

CORRIMIENTO ELECTROFORETICO EN PAGE~SDS DE LOS

SUBTIPOS DE HiNT DESCRITOS POR MURPHY
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Aislamiento del ST-5 en
OM y ST-no clasificabe
en NF.
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Aislamiento del ST-8 en
OM y un ST- no clasifti-
cable en NF.
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