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RESUMEN 

La otitis media aguda (OMA), es una causa frecuente de consulta 
pediátrica y Haemophilus influenzae ocupa el segundo lugar como 
agente etiológico siendo en su mayoría cepas no capsuladas o no 
tipificables; asimismo en forma transitoria puede formar parte de 
la flora normal de nasofaringe en nihos sanos o la predominante 
cuando existe DMA por esta bacteria. 
Algunas características ultraestructurales de Haffimoohilus  
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 epidemiológicos como para 
establecer mecanismos patogénicos. Diversos estudios realizados 
en cepas de HiNT de paises en 	desarrollo y desarrollados, 
muestran heterogeneidad en los subtipos aislados tanto de oído 
medio coma de otras entidades clinicas. Con el fin de conocer los 
subtipos de Haemophilus influenzae no tipificable en nihos con 
otitis media aguda y su asociación con los aislados en forma 
pareada de nasofaringe (NF), se estudiaron 57 nihos de ambos 
sexos entre 1 y 13 anos de edad. De éstos se aislaron 
simultáneamente de °ido medio y nasofaringe 18 pares de HiNT; en 
10 con OMA unilateral y en 4 bilateral. La identificación de 
subtipos se realizó mediante el perfil de PME obtenido de su 
corrimiento electroforético en geles de poliacrilamida dodecil-
sulfato (PAGE-SDS) al 11 % al ser comparados en el mismo gel 
can 	el de los 8 subtipos de referencia donados gentilmente 
por T. Murpy. 
Todas las cepas aisladas de oído medio fueron subtipificables 
mientras que el patrón de PME de 4 cepas de NF no permitió 
incluirlas en alguno de las 8 subtipos de referencia (no 
subtipificables). 14 de los 18 aislamientos pareados 	fueron 
subtipificables; en 13/18 (72 7.), los subtipos de HiNT fueron 
idénticos y 1/18 (6 7.) diferentes. Los más frecuentemente 
encontrados fueron el 6, 4 y 5. Aunque el perfil de PME de 
nuestros aislamientos fue heterogéneo, existió evidencia de 
restricción clonal ya que en 32 de 36 cepas estuvieron 
representados 	5 de 	los 	8 subtipos 	descritos (ST 3,4,5,6 
y 8), y a diferencia de otros 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 y 7). El haber encontrado cepas de 
NF que no correspondieran a alguno de los 8 subtipos descritos, 
pudiera explicarse por subtipos diferentes o bien a una mezcla de 
mas de uno en la colonia elegida inicialmente para su estudio. En 
conclusión; el sistema descrito para clasificar a HiNT en 8 
subtipos 	permitió hacerlo en la totalidad de los HiNT aislados 
de oído medio y la mayoría de nasofaringe. En el 72 7. de los 
nihos con DMA estudiados, el subtipo aislado en oldo medio y el 
que coloniza la NF fue el mismo. Los subtipos aislados mostraron 
restricción clonal y la similitud con los aislados en E.U. 
sugiere la presencia de cepas otitogénicas comunes ampliamente 
distribuidas. 
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Abrqviaturas  

DMA = 	 otitis media aguda 

Ni = 	 Haemophilus influenzae  

NT = 	 no tipificables 

HiNT = 	 Haemoohilus influenzae no tipificable 

PME = 	 proteínas de membrana externa 

PAGE-DDS = 	 electroforesis 	en 	gel 	de 
poliacrilamida dodecil sulfato sódico 

OM = 	 oido medio 

NF = 	 nasofaringe 

OMI = 	 oído medio izquierdo 

OMD = 	 oido medio derecho 

NC = 	 no clasificable 

ST = 	 subtipo 
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I.ANTECEDENTES 

La otitis media aguda (OMA) está considerada como la tercer 

causa de consulta pediátrica (1), manifestándose con signos y 

sintomas locales y sistémicos, 	opacidad y abombamiento de la 

membrana timpánica y una duración menor a 3 meses (2). La mayor 

incidencia ocurre en los primeros 36 meses y entre los 6 a 8 arios 

de edad, y en paises frias o templados se presenta con una mayor 

frecuencia de diciembre a marzo. Ocurre como episodio único en 

el 82 Y. de los niños, en el 15 '/. se refiere un segundo cuadro y 

hasta un tercer episodio en el 4 % de los nihos afectadas (3). 

Se han considerado varias explicaciones para la alta 

incidencia de OMA en edades tempranas tales como: a) la inmadurez 

inmunológica del lactante, b) la disposición anatómica y 

funcional de la trompa de Eustaquio que facilita la infección por 

via ascendente,c) la ausencia de alimentación al seno materna, y 

d) varios factores relacionados a la alimentación con biberón, 

como el desarrollo diferente de los músculos faciales que afecta 

la función de la trampa de Eustaquio, la necesidad de una mayor 

presión negativa al succionarlo facilitando la aspiración de 

leche hacia aldo medio, y la posición horizontal frecuente en el 

niho alimentado en esta forma (4,5). 



De los agentes etiológicos descritos en OMA, Haemophilus  

influenzae (Hi) es un de los más frecuentemente aislados (6). 

Existen cepas capsuladas u tipificables de acuerdo a la 

aglutinación can antisueros específicos (a-f) y cepas que carecen 

de cápsula o no tipificables (NT). En la recopilación de 4,675 

casos de OMA en Estados Unidos, Suiza y Finlandia, Hi ocupó el 

segundo lugar con 21 7., siendo en su mayoría NT (7). Otros 

estudios muestran 	porcentajes similares (8,6) incluyendo el 

realizado por Rodriguez en México (5). 

Se conoce poco sobre la patogénesis y la epidemiología de las 

infecciones invasivas debidas a Haemophilus influenzae no 

tipificable (HiNT) (9), asi como el significado del estado de 

portador nasofaringea en niflos que varia ■n distintas series como 

la descrita en México por Guiscafre (31) de 4 a 6 % y hasta 

60 7. en otros paises; sin embargo, su presencia se asocia a un 

riesgo mayor de OMA en niflos que asisten a guardería (10). 

Algunos estudios de patogénesis indican que el desarrollo de 

anticuerpos específicos por el hospedero asi como la marcada 

diferencia en la adhesividad, invasividad, virulencia y 

resistencia al efecto bactericida del suero humano mediado por 

complemento, está relacionada estrechamente con marcadores 

ultraestructurales y macromoleculares de la bacteria, como es el 

caso de las proteínas de membrana externa (PME) (9,11,12). Estas 

fueron inicialmente descritas por Miura y Mizushima en 1968, 

quienes lograron 	separar la membrana citoplasmática de 

Escherichia culi (E.coli). 
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Dichos investigadores definieron la composición de la 

membrana citoplasmática, que está constituida por proteinas y 

fosfolipidos, y de la membrana externa que además contiene 

lipopolisacáridos. Consecutivamente, en 1970 	Schnaitman 

describió las PME de acuerdo can su patrón electroforética en 

geles de poliacritamida-dodecil sulfato sódico (PAGE-DDS) y en 

1978 Di Rienzo, Nakamura e Inouye propusieron un sistema de 

nomenclatura único en el que la definición de cada PME fuera en 

base a su composición química y su movilidad electroforética. En 

1980 Osborn y Wu reclasificaron en 3 grupos esta nomenclatura 

sobre la base de la estructura y función de las PME; 

I. Proteínas matrices o porinas (1a-1b); II. Proteínas 

modificables por el calor (3a); Y III. 	Lipoprateina de Braun 

(12). 

el caso de HiNT se han identificado de 10 a 20 PME, can 

una amplia variabilidad de éstas 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 o proteínas 

mayores, en un rango de peso molecular de 32,000 a 42,000 

daltones, entre las cuales se encontraban bandas intermedias con 

8 patrones electroforéticos distintos, mismos que fueron 

utilizados para clasificar a HiNT en 8 subtipos (ST). Murphy y 

Sartas en 1988 (17) describieron estas 2 bandas, y la de mayor 

densidad o proteína principal la llamaron proteína P2 o b/c, 

reconocida a través de anticuerpos monoclonales, como un sitio 

blanco para el desarrollo de anticuerpos bactericidas. 
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La identificación de subtipos de Haemophilus influenzae no 

tipificable 	en base a sus proteínas de membrana externa ha sido 

de gran utilidad por las siguientes razones: a) la técnica para 

su obtención es reproducible y los resultados útiles para 

clasificar a este grupo heterogéneo de HiNT b) son estables a 

manipulaciones experimentales c) su identificación no es 

dependiente de la fase de crecimiento de la cepa 	d) no sufren 

cambios al pasar por medios de cultivo o animales de 

experimentación 	e) es útil con fines epidemiológicos y f) su 

inmunogenicidad puede derivar en el desarrollo de una vacuna 

(9,11,12,13). 

En 1983 Murphy y cols. (9) describen los casos de 3 niMos 

con otitis media aguda por HiNT en los que se aisló el mismo 

subtipo simultaneamente de oido medio y nasofaringe 

correspondiendo éstos al 2, 3 y 4 respectivamente. 

En 1987, los mismos autores (18) describieron 19 aislamientos 

simultaneos de HiNT en oíd❑ medio y nasofaringe de nifos con OMA 

y otitis media aguda recurrente; en 16/19 aislamientos pareados 

(847.) el subtipo aislado en oido medio fue igual al de 

nasofaringe encontrando los subtipos 5, 7 y 6 por orden de 

frecuencia. 



II.JUSTIF1CACI 0 N 

En relación a los subtipos de HiNT aislados de oído medio u 

otros sitias clinicamente significativos que han aparecido en 

reportes de la literatura 	en diversos paises es interesante 

mencionar su 	variabilidad regional en patologías 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 Haemoohilus  

influenzae no tipificable es probablemente un problema 

importante, y 	aunque la cantidad real de niños afectados por 

esta entidad no la conocemos por el momento, es un motivo 

frecuente d■ consulta externa en nuestro Hospital. Por otra 

parte, en relación a las 2 estudios previos al nuestro en los que 

se han identificado diversos subtipos de HiNT aislados de oído 

medio y nasofaringe de niños con otitis media aguda, su tamafYo de 

muestra ha sido pequeño. Por ello, creemos que en nuestro medio, 

el conocimiento de los subtipos de Haemophilus  influenzae no 

tipificable aislados en oído medio y nasofaringe 

simultáneamente, es importante para incrementar el conocimiento 

en epidemiología molecular y mecanismos patogénicos. Además, la 

realización posterior de un estudio colaborativo multicentrico 

nacional 	con un muestreo representativo de nietos con otitis 

media aguda par 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 

antígenos más frecuentemente aislados. 
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III.OBJETIVOS 

1 	- Identificar los subtipos de HINT en base al 	patrón 

electroforético de 	proteínas de membrana externa, de cepas 

aisladas de nasofaringe y oído medio en niMos con otitis media 

aguda 

2 	- Asociar los subtipos de HINT identificados, 	de 	los 

aislamientos pareados de nasofaringe, con los de oído medio, en 

nietos con otitis media aguda. 
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IV.MATERIAL 	Y 	METODOS 

POBLACION DE ESTUDIO: 

Se incluyeron a nihos cuyas edades fluctuaron entre 1 mes y 

13 ahos de edad, captados de las consultas de urgencias y 

otorrinolaringología del Hospital Infantil de México "Federico 

Gómez", en el periodo comprendido 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 simultánea de oido medio y nasofaringe. 	Se consideró el 

diagnóstico de OMA 	si el paciente presentaba la triada de 

signos otoscópicos consistente en membrana timpánica hiperémica, 

abombada e hipomóvil a la neumatoscopia, asociada o nó con alguno 

de los siguientes signos y síntomas : fiebre, irritabilidad, 

dolor de cabeza, apatía, anorexia, vómito, diarrea, otalgia, 

hipoacusia, vértigo o tinitus (22). 

CRITERIOS DE INCLUSION 

•- Nitros entre 1 mes y 13 ahos de edad con otitis media aguda u 

otitis media aguda recurrente con membrana timpánica integra. 

CRITERIOS DE NO INCLUSION 

1 -Pacientes con otitis media crónica. 2 - Con membrana timpánica 

rota. 3.- Oue hubieran recibido mas de 72 hrs. de antibióticos al 

llegar a la primera consulta. 4.- Nitros con. inmunocompromiso. 

CRITERIOS DE EXCLUSION 

1 - Nihos en las cuales no hubiera sido posible tomar o cultivar 

alguna de las muestras de oído medio ❑ nasofaringe. 2.- Nihos 

cuyos padres o tutores rechazaron participar en el estudio. 
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AISLAMIENTO DE CEPAS 

Cada 	timpanocentesis fue realizada por el investigador con 

el nitro previamente sedado por un anestesiólogo pediatra. 

TECNICA: 
	

El primer paso consistió en la esterilización del 

conducto auditivo externo con alcohol al 70 7. por 3 minutas, 

tomando posteriormente un cultivo del mismo. 	La punción de la 

membrana timpánica se realizó en su cuadrante postero-inferior 

utilizando un otoscopio de cabezal quirúrgico. La aspiración del 

oído medio 	fue hecha con una aguja para punción lumbar del 

numero 	20 doblada en forma de balloneta unida a una jeringa 

desechable para PPD de 1 ml que funcionó como recipiente (24,25). 

Al material obtenido del cado media ( 0.1 a 0.2 ml ) se le 

realizó tinción de gram para una orientación terapéutica 

inicial y se cultivó en placas de gelosa sangre de carnero y 

gelosa chocolate e incubadas a 35 grados centígrados en 

atmósfera de 57. de CO2 (17). Al mismo tiempo, con un /sopo 

estéril humedecido en caldo Stuart, se tomó muestra de 

nasofaringe, cultivándose en los mismos medios. 

TIPIFICACION DE Humophilus influenza,  

Cada aislamiento fue identificado como Haemoahilts influenzae  

por su morfologia colonial, visualización microscópica de 

cocobacilos gram negativos y por requerir factores X y V (hemina 

y nicotinamida adenina dinucleótido NAD) para su crecimiento. Se 

consideraron 	como Hi no tipificables cuando las cepas no 

aglutinaron con ninguno de los sueros especificas a-f (Phadebact 

KARO-BIO) 
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De cada placa de gelosa chocolate con colonias sugestivas de 

Haemophilus influenzae,  tanto de muestras de oído medio como de 

nasofaringe, se tomaron en forma aleatoria cuando fue posible, de 

1 a 6 diferentes colonias para realizar subcultivos de cada una 

de ellas por separado, realizando posteriormente el corrimiento 

electroforético, dada la posibilidad de aislar diferentes 

subtipos de HiNT en la misma muestra de oído medio así 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 hrs. a 35 grados C. en una atmósfera de CO2 al 5%. 

Se realizó un inoculo de cada aislamiento en 5 ml de caldo 

cerebro corazón, enriquecido con hemina (10 mcgr/m1) y 

nicotinamida adenina dinucleótido (10 mcgr/ml). Después de 

incubar durante 18 horas, los 5 ml de cultivo se colocaron en 50 

ml de caldo cerebro corazón enriquecida con factores X y V en 

frascos de 100 ml e incubados a 35 grados C. en 	agitación 

durante 18-24 hrs. 

Las bacterias se colectaron independientemente de la fase 

logarítmica de crecimiento par centrifugación 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. 
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Cada aislamiento bacteriano fue resuspendido en 10 ml de 

amortiguador de HEPES 0.01 M (pH 7.4) y roto 	por sonicación 

(Branson Sanifier 250) a ' 100 Watts, con 5 periodos de 20 

segundos cada uno en tubos de plástico sumergidos en hielo. 

Las bacterias intactas y grandes detritus se removieron par 

centrifugación a 1,700 x g por 30 minutos, y las membranas de las 

bacterias se colectaron por centrifugación a 100,000 x g por 60 

minutas a 4 grados C. 

El botón resultante se homogeneizó por agitación y se 

resuspendió en 1 mi de amortiguador de HEPES 0.01 M, y 1 ml de la 

sal sódica de N-lauroylsarcosine (Sarcosyl) al 27 en 

amortiguador de HEPES 0.01 M (v/v) dejando incubar la muestra 

temperatura ambiente por 30 minutos para solubilizar las 

proteínas de membrana interna. 

La fracción insoluble al detergente (preparación rica en 

membrana externa) s• colectó por centrifugación a 100,000 

por 60 minutos a 4 grados C y el botón se resuspendib en 100 

microlitros de agua destilada. La concentración de proteínas se 

determinó por el método de Lowry (23). 
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ELECTROFORESIS EN GELES DE PDLIACRILAMIDA-DDS 

La preparación de membrana se ajustó de tal manera que al 

hacer la dilución en 1:1 con una muestra de amortiguador 

preparado con TRIS HC1 0.5 M pH 6.8 (5 ml), SDS 10 Y. (0.5 ml), 

glicerol (0.5 ml), agua bidestilada (9 ml) y azul bromofenol R 

250 (10 mg), 	se obtuviera una concentración de 15 mcgr de 

proteína. Se 	calentó a 100 gradas C. por 5 minutos, para 

después enfriar bruscamente en agua con hielo para facilitar la 

desnaturalización proteica. 

La electroforesis se realizó usando una minicámara (Mighty 

Small II Mod. SE 250, Hoefer Scientific Instruments) aplicando 

alicuotas en concentración de ' 15 microgramos de proteinas a 

cada ranura de un gel de concentración preparado con 30% de 

acrilamida y 0.8% de N,N' bisacrilamida, y el gel de separación 

11 V. de acrilamida y 0.37. N,N* bisacrilamida. 

Se aplicaron alicuotas de 1.5 microlitros de proteínas de 

peso molecular estandarizado (SDS-PACE Molecular Weight Standards 

Low-Range 14,400- 97,400 BID-RAD), en el primer carril de cada 

gel. La electroforesis se realizó a 4 grados C. y a 30 v hasta 

que la muestra alcanzó el gel de separación, y se incrementó a 

100 v hasta que el rastro del colorante estuvo a 1 mm. del botón 

externo inferior del gel. 
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Una vez terminada la electroforesis, cada minigel fue 

colocado en una solución para teriir concentrada (ácido acético 

al 10%, Methanol 25 Y. y azul de Coomassie al 0.25 %) durante una 

hora. Posteriormente se colocaron en una solución para desteñir 

(Acido acetico 10 % y Methanol 25%) con una esponja encima del 

gel para absorber el colorante y con varios recambios 

durante 24 hrs. 

La identificación en subtipos de las cepas problema se 

realizó en 2 etepasg en la primera se corrieron en uno de los 

geles y en forma pareada las PME de las cepas aisladas de oido 

media y nasofaringe y en el otro, las de los 8 subtipos de 

referencia donadas gentilmente por Timothy F. Murphy, M.D. de la 

sección de enfermedades infecciosas de la Universidad de Ouffalo 

en Nueva York (cuadro 1) para finalmente comparar sus perfiles en 

forma visual. 	En la segunda, 	se realizó otro corrimiento de 

las PME del subtipo de oido medio o nasofaringe y en forma 

contigua las del subtipo de referencia que en la primera etapa 

pareció ser visualmente el más semejante. El procedimiento se 

repitió 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.CONSIDERACIONES ETICAS: 

La timpanocentesis fue realizada una vez que se explicó a .  

los padres o tutores los riesgos y beneficios del procedimiento, 

claramente sehalados por escrito en la carta de consentimiento 

informado (anexo 1) y que éstos firmaran su aceptación en forma 

escrita. El area física utilizada para el procedimiento 	contó 

con la ayuda de una enfermera pediatra como asistente, oxigeno, 

carro rojo y todo el material necesario. La sedación estuvo a 

cargo de una anestesióloga pediatra, utilizando un derivado 

benzodiacepinico de acción ultracorta (Midazolam) previa 

atropinización. El investigador realizó las timpanocentesis 

después de un ateo de entrenamiento en el servicio de 

• Otorrinolaringología del Hospital, con autorización escrita del 

Jefe del servicio. En ningun caso se presentaron complicaciones 

durante o después del procedimiento. En todos los casos, el 

material obtenido del oído medio fue cultivado y las bacterias 

identificadas, 	realizando pruebas de susceptibilidad a 

antimicrobianos. Los resultados fueron comunicados a los 

familiares en su mayoría por via telefónica, logrando advertir 

tempranamente sobre cambios en la terapéutica inicial. Los 

pacientes mayores de 4 ateas 	consistentemente refirieron una 

mejoría o desaparición de la otalgia en forma inmediata posterior 

al procedimiento. El seguimiento se realizó diariamente durante 

los primeros 3 dias y luego en forma semanal hasta completar un 

total de 3 meses o antes, si su evolución clínica y los signos 

otoscópicos mostraban una total recuperación. 
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VI.RESULTADO 

El estudio incluyó un total de 57 nihos con otitis media 

aguda, captados en un periodo de 21 meses comprendidos de mayo 

de 1991 a enero de 1993; 	20 (35 %) del sexo femenino y 37 del 

masculino (65 7.) cuya distribución por grupos de edad mostró una 

mayor proporción de casos entre los 2 y 4 arios de edad 

(cuadro 2). 

Se realizaron un total de 67 timpanocentesis, 10 

bilaterales, 22 unilaterales izquierdas y 25 unilaterales 

derechas, incluyendo las de 2 nihos con cuadros de otitis media 

aguda recurrente . En 2 casos; una niha de 7 años y un niha de 

3, los padres no aceptaron la realización del procedimiento por 

lo que fueron excluidos y manejados empiricamente teniendo una 

evolución clinica satisfactoria 

MICROBIDLOGIA DEL LUDO MEDIO: 

Se Logró el aislamiento de baterias en 41 nihos (72 %). 

Haemophilus influenzae en su totalidad cepas no tipificables, fue 

la bacteria predominante, aislada en 22; en 18 de un solo oído y 

en 4 de ambos simultáneamente. S,oneumoniae fue aislada en 

13 nihos (23 %) y junto con Haemophilus influenzae sumaron el 

62 % de los aislamientos. S.aureus. N.sicca, N.subflava, 	y 

S.pyooenes 
	

en orden decreciente, fueran aislados en una 

proporción global inferior; 10 % (cuadro 3). 



AISLAMIENTO DE Haemopbilus influenzae DE NASOFARINGE 

Se aisló Hi de nasofaringe en 20 (35 7.) de los 57 niftos, 

correspondiendo 18 ( 90 7. ) a cepas NO TIPIFICABLES y 2 ( 10 7.) 

del tipo b. 

Resulta interesante mencionar que de los 22 nitros en que se 

aisló Haemoohilus influenzae no tipificable del pido medio, fue 

recuperado simultáneamente de nasofaringe en 14 (64 7.) ; mientras 

que de los 35 restantes en que no se aisló Hi de oído medio 	se 

encontraron solamente 6 (17 %) portadores nasofaringeos. 

AISLAMIENTO SIMULTANEO DE Haemoohilus Influenza, DE OIDO MEDIO Y 

NASOFARINGE 

Definimos como CASO al aislamiento simultáneo de 

Haemoohilus influenzae no tipificable en un 	oído medio 

nasofaringe, dada la posibilidad descrita por Murphy (18) de 

encontrar en un mismo paciente, subtipos de HINT diferentes en 

cada uno de ambos oídos. 

En nuestro estudio Haemophilus ínfluenzae se aisló en forma 

pareada de oldo medio y nasofaringe en 14 (25 7.) de los 57 nihos, 

asociado en 10 con otitis media unilateral y en 4 bilateral; 	de 

esta forma, obtuvimos 10 CASOS de 10 nitras con otitis media 

aguda unilateral y O CASOS de 4 nitros con otitis media aguda 

bilateral. 
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OMA BILATERAL: 

En relación a los 4 niños que cursaron con afectación de 

ambos oídos, en ninguno se aislaron simultáneamente subtipos 

diferentes en ambos oídos. 

DMA RECURRENTE: 

los casas 9 y 14, correspondieron a un paciente con OMA 

recurrente, con un cuadro en OMI y posteriormente en OMD con un 

intervalo de 39 días entre ambos. En los das episodios, los FU 

aislados de oído medio fueron de SUBTIPOS DIFERENTES (ST-3 y 6) 

respectivamente. 

Los casos 13,15-16 y 18, pertenecen a otro niho con OMA 

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

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

segundo cuadro fue de 23 dias y entre éste y el tercero de 15 

días. A diferencia del anterior se aisló EL MISMO SUBTIPO (ST-4) 

en los 3 episodios de OMA (cuadro 4). 
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SUBTIPOS DE Haemophilus influenzae  DE LOS AISLAMIENTOS PAREADOS 

DE OIDO MEDIO Y NASOFARINGE: 

Todos los HiNT aislados de oído medio fueron subtipificables 

y por orden de frecuencia se encontraron los subtipos 6, 4, 5, 3 

y 8. Asimismo en nasofaringe, con excepción de 4 cepas cuyo 

patrón electroforético de PME no correspondió a ninguno de los 8 

subtipos de referencia (no subtipificables), recuperamos 	los 

subtipos 6, 4, 5 y 3 en orden decreciente (Cuadro 4). 

14 de los 18 aislamientos pareados fueron subtipificables; en 

13/18 (72 7.) los subtipos aislados de oído medio y nasofaringe 

fueron idénticos y en 1/18 (b 1) diferentes (Figura 1). 

Considerando en su totalidad a los HiNT subtipificables tanto 

de nido medio como de nasofaringe en 32 de las 36 cepas aisladas, 

estuvieron representados 5 de los 8 subtipos de referencia. Los 

más frecuentemente aislados fueron el 8, 4 y 5 mientras que los 

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

(cuadro 5). 



VII.DISCUSION: 

En nuestro estudio, al igual que en otras series (3,26) la 

mayor 	proporción de casos con otitis media aguda ocurrió en el 

sexo masculino, en los primeros 4 aptos de vida con un pica a los 

2 Oros y sin predilección por ninguno de los oídos. 

Desde el punta de vista microbiológico, la proporción de 

aislamiento bacteriano en el liquido de oído medio fue también 

similar (26); sin embargo Haemophilus influenzae y no S. 

pneumoniae 	fue la bacteria más frecuentemente aislada, tal vez 

consecuencia del sesgo de selección propio de un Hospital de 3er 

nivel de atención, además de haber sido incluidos 2 niños con 

otitis media aguda recurrente; 	uno de ellos (caso 13,15-16 

y 18), 	y otro (caso 9 y 14) (cuadro 4) en los que se aisló 

Haemophilus influenzae en todos sus episodios de OMA. 

El estudio de HiNT mediante su perfil electroforético de 

proteínas de membrana externa descrito por Murphy (9) y mediante 

el cual es posible identificar al menos 8 subtipos diferentes, 

fue reproducible y útil para subtipificar a 18/18 (100 %) cepas 

de HiNT aislados de oído medio y 14/18 (78 7.) cepas de 

nasofaringe. 

A pesar de que el perfil de PME de nuestros aislamientos fue 

heterogéneo, estuvieron representados 5 de los 8 subtipos de 

referencia en 32/36 (88 7.) cepas de HiNT aisladas de oldo medio 

y nasofaringe, mostrando con ello evidencia de restricción 

clonal. 
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En esta serie de casos, al igual que lo reportado por otro 

autor (18), la mayoría (72 7.) de los aislamientos simultáneos de 

HiNT en oído medio y nasofaringe correspondieron al mismo 

subtipo no encontrando una diferencia estadísticamente 

significativa al comparar la proporción de aislamientos pareados 

con el mismo subtipo en ambos estudios. Esta sugiere que en la 

mayoría de los casos con otitis media aguda por un subtipo dado, 

los nihos generalmente son colonizados simultáneamente en vías 

respiratorias altas por un solo subtipo de HiNT. 

En uno de nuestros pacientes (caso # 14) los HiNT aislados 

de oído medio y nasofaringe fueron subclasificables, sin embargo 

el subtipo aislado en oído medio fue diferente al de 

nasofaringe. Una posible explicación es que en algunos casos (la 

minoría) la nasofaringe es colonizada por más de un subtipo de 

HiNT no tomando por azar el mismo subtipo del aislado en oído 

medio. 

Dado que ha sido ampliamente demostrado 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 	3 de los 8 subtipos de referencia conocidos, 

represente un efecto de sesgo de selección de la muestra, a su 

tamaho o quizá a una baja frecuencia de asociación de estos 

subtipos en niños con otitis media aguda. 
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Los subtipos 3,4,5,6 y 8 de HiNT encontrados en nuestros 

pacientes mostraron una similitud interesante no reportada 

previamente, con los aislados en un grupo de nifros de diferente 

raza y región geográfica con otitis media aguda de un estudio 

realizado en los E.U. ST-2,3,4,5,6 y 7 	(18) concordando en 	4 

(subtipos 3,4,5 y 6) de los 6 aislados en 	ambos estudios 

(Figura 2). Esta es de interés ya que a pesar de estas 

diferencias, ambos 	concordaron en una proporción importante en 

la infección por 4 subtipos comunes. 	Dado la n pequeña de nifros 

y su pobre representatividad en ambos estudios, esta 

similitud pudiera estar dada por el azar o bien, sugerir que 

tanto la raza como las diferencias regionales, podrían ser 

insuficientes para explicar la heterogeneidad de subtipos de HiNT 

reportada hasta el momento en otros estudios (19,20) y que 

existirían entonces cepas otitogénicas de Haemophilus influenzae 

con una amplia distribución geográfica. 

En algunas cepas aisladas de NF su perfil de proteínas de 

membrana externa no correspondió a ninguno de los subtipos de 

referencia (no subtipificables), 	posiblemente como consecuencia 

de la mezcla de más 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 par su baja 

frecuencia no han sido descritos. 
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OMA RECURRENTE: 

En los 2 niNos con cuadros de OMA recurrente, los subtipos 

de HiNT aislados del mismo paciente fueron IGUALES si el lapso 

entre un cuadro y otro fue menor a 30 días, traduciendo 

REINFECCION por una misma cepa; y DIFERENTES cuando el lapso 

fue mayor a 30 días y en donde la infección por una cepa 

diferente fue la regla. Estas observaciones son similares a las 

descritas por Barenkamp y cols. y otros (18,29), 	sin embargo 

nos llama la atención que en una de nuestros casos con OMA 

recurrente en el que se aisló 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 aisló HiNT de oido medio, la 

proporción de recuperación simultánea de HiNT de 

nasofaringe (64 %) fue casi cuatro veces superior que en los 

casos en 	los que no se aisló de oído medio (i7 %). 	Esta 

observación concuerda con lo descrito por Faden (27) y Long (28) 

en relación al valor predictivo positivo en la etiología de la 

otitis media aguda cuando HiNT es aislado en un cultivo de 

nasofaringe como flora predominante. 
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Finalmente, el desarrollo de una vacuna para cepas no 

tipificables debe basarse en antígenos que se conserven entre 

distintas cepas, 	capaces de generar anticuerpos protectores y 

que sean buenos inmunógenos (30). 	Aunque la PME m ►s prominente, 

• base de la clasificación en 8 subtipos corresponde a P2 y reune 

las características idóneas para el desarrollo de una vacuna, su 

heterogeneidad entre las distintas cepas ha llevado a algunos 

investigadores a 	poner su atención sobre otra proteína de 

membrana externa, la proteina P6 de 16.6 Kd (17) que además de 

reunir las requisitos de inmunagenicidad y ser capaz de inducir 

la generación de anticuerpos bactericidas por el hospedero, está 

conservada en toda la especie Haemophilus incluyendo capsulados. 

Por tanto, aunque el desarrollo de una vacuna posiblemente 

incluirá a la proteína P6 (17,30) la restricción clonal 	y la 

concordancia de subtipos de Haemaphilus influynzle no 

tipificables encontrada en nuestros ni1ios con otitis media aguda 

y su similitud con los de otro estudio en los E.U. (18), 	nos 

permite suponer con razonable optimismo que el desarrollo 

potencial de una vacuna para Hi no tipificables podria ser de 

utilidad para nuestra población infantil. 



Vili.CONCLUS I ONES: 

- En nuestro estudio, los subtipos de Haemodhilus influenzas no 

tipificable aislados de oída medio y nasofaringe fueron las 

siguientes: 

ST 3 n 	3 
ST 4 n=10 
ST5 n=7 
ST6 n=11 
ST8 n=1 

Los subtipos 1, 2 y 7 no fueron encontrados 

- En su mayoría (72 Y.), los subtipos de Haemophilus influenzaw no 

tipificable aislados en oído medio de nitros con otitis media 

aguda, fueron IGUALES a los subtipos aislados simultáneamente en 

nasofaringe. 
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X.FIGURAS Y CUADROS: 

Figura 1.- Similitud entre ST de HINT Wel. de OM y NF 

22% 

❑ ST pareados diferentes 

6', 	Cepas de NF no ST 

■ ST pareados idénticos 

72% 
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Figura 	ST de Hila en OM y NF de niños con OMA 
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Cuadro 1 

Cepas 	de 
referencia donadas 
por 	T. Murphy 

subtipo cepa 

1.  1479 
2.  2019 
3.  7502 
4.  C796/ 
5.  4971 
6.  7891 
7.  5657 
e. 3198 
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Cuadro 2 

Distribución de los casos de 
acuerdo a edad en ahos 

Ahos cumplidos % 	) 

1 5 9 
2 11 19 
3 6 11 
4 •9 16 
5 3 5 
6 8 14 
7 3 5 
8 4 7 
9 4 7 
10 3 5 
11 0 0 
12 0 0 
13 1. 2 

Tot. 
57 100 

4~1.•i•=11101••••••••. 
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Cuadro 3 

Bacteriología del liquido de oído medio obtenido 
mediante timpanocentesis de 57 nihos con otitis 
media aguda. 

PACIENTES 
( 	'h 	) BACTERIA AISLADA 

22 39 EL 	influenzae 

13 23 S. pneumaniae 

3 5 S. aureus 

2 3.5 N.sicca l subflava 

1 2 S.pyogenes 

16 28 '1. CULTIVO NEGATIVO 

1!. 



Cuadro 4 

Subtipos 	de 	HiNT aislados 
pido 	medio 	y 	nasofaringe 

simultáneamente 	de 
de 	niIios 	con 	OMA 

# 	CASO OMI 	ST OMD ST NF ST 
A 	1 6 - + 6 
A 	2 + 6 + 6 

3 5 + NC 
4 + 5 + 5 
5 6 - + 6 
6 + - 6' + 6 
7 8 - +- NC 
8 5 - - + .5 

C 	9 - . - + NC 
C 	10 

+ 	

3 
+ 3 + NC 

11 + 41 
12 + 5 + 5 
13 4 - - + 4 
14 + 6 + 3 

D 	15 + 4 + 4 
D 	16 4 - - + 4 

17 + 6 - + 6 
18 4 - - + 4 

*A,SI C I D. = 	corresponden a los 4 casos con 
timpanocentesis bilateral 



Cuadro 5 

Subtipos encontrados en oído media 
y nasafaringe en 19 CASOS con DMA 

ST 	n 	 ST 

1 0 5 7 
2 0 6 la 
3 3 7 0 
4 lo e 1 

NC 	4 
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XI.ANEXOS: 

(ANEXO 	# 	1 ) 

Fecha 	de 	  de 19_ 

Por medio de la presente concedo autorización para que mi 

hijo(a) 	  sea estudiado y tratado 

en forma ambulatoria de una infección del oído medio (otitis 

media aguda) en este Hospital, a sabiendas de que, con el objeto 

de conocer el tipo de microbio que la ocasiona, y disminuir el 

dolor de su cado, se extraerá la pus que este contiene bajo 

sedación a través de la punción de la membrana timpánica 

(timpanocentesis). 

La 	información que de aqui se derive, 	sera dada a conocer 

exclusivamente a los padres o tutores del menor y la inclusión en 

el estudio no implicará ningún gasto extra por parte del 

familiar. Los riesgos y beneficios de la timpanocentesis se me 

han explicado a entera satisfacción. 

El no aceptar participar en esta investigación, no afectará la 

atención del nitro o de su familia en lo futuro en este Hospital. 

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

la timpanocentesis. 

FIRMA DEL PADRE (MADRE) ❑ TUTOR 	  

FIRMA DEL MEDICO QUE OBTIENE EL CONCENTIMIENTO 	  

TESTIGO 	  TESTIGO 	  

42 



ST-41 ST-5 ST-6 ST-7 

45 

31 

ANEXO II 2 

CORRIMIENTO ELECTROFORET I CO EN PACE-SDS DE LOS 

SUBT I POS DE HiNT DESCRITOS POR MURPHY 



CASO # 2 

Kd 	 OMD 

66.2 4»,14v: 

45 	"4:4 , 	
• 

31 

21.5 /11kw> 

14.4 11/40.11• 

NF ST-6 

• 

CASO # 1 

Kd 
	 0M1 NF ST-6 

97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 

14.4 

 

  

Aislamiento del ST-6 
en DM y NF. 

Aislamiento del ST-6 
en OM y NF. 



Kd OMD 	NF ST-5 

97.4 
66.2 

45 

31. 

21.5 

14.4 

CASO # 3 

  

Kd 

97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 

1.4.4 

 

   

Aislamiento del ST-5 en 
DM y ST-no clasificabe 
en NF. 

CASO # 4 

Aislamiento del ST-5 en 
OM y NF. 



97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 

14.4 

Aislamiento del ST-6 
en DM y NF. 

CASO # 6 

Kd 
	

OMD ,  NF, ST-6 

Aislamiento del ST-6 
en DM y NF. 

P 



CASO # 8 

Kd 	 OMI NF 

97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 
14.4 

ST -5 

CASO # 7 

Kd 	 OMI ST-8 NF 

  

97.4 

  

66.2 

  

45 

  

31 

  

21.5 

14.4 

   

    

Aislamiento del ST-8 en 
OM y un ST- no clasifi-
cable en NF. 

Aislamiento del ST-5 
en OM y NF. 



CASO # 10 

OMD ST-3 NF 
!!!", 

Kd 

97.4 
66.2 

451 

31 

21.5 

14.4 

CASO # 9 

Kd 

97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 

14.4 

OMI ST-3 NF ST-1 

Aislamiento del. ST-3 en DM y en NF 
un ST-no clasificable con una notable 
similitud al ST-1 

Aislamiento del ST-3 
en OM y un ST 
no clasificable en NF. 



45 

31 

21.5 944 

14.4 ji 

CASO # 11 

Kd 	 OM1 NF ST-4 

Aislamiento del ST-4 en 
OM y NF. 

CASO # 12 

• Kd 	 OMD NF ST-5 

97.4 	i1T. 71 
,.; 

66.2 	 1 

Aislamiento del ST-5 
en CM y NF. 



CASO # 13 

Aislamiento del ST-4 en 
OM y NF. 

CASO # 14 

Aislamiento del ST-6 en OM 7---U1 , ST-3 en NF. 



CASO # 15 

Aislamiento del ST-4 
en OM y NF. 

CASO # 16 

OM[ NF ST-4 

Aislamiento del ST-,4 
en OM y NF. 

Kd 



Kd 

97.4 
66.2 

45 

31 

21.5 

14.4 

45· 

31' 

21.5 1 

14. 4! 

CASO # 17 

OMD NF ST-6 

Aislamiento del ST-6 
en OH y NF. 

CASO # 18 

Aislamiento del ST-4 
en OM y NF. 

.' 

.. '' 1 . ~ 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

;,1 :, 
:1 
11 

: 1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
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1 
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1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 
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