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CARACTERIZACION DE LA
RESPUESTA INMUNOLOGICA
HUMORAL CONTRA DIVERSOS
COMPONENTES BACTERIANOS
DE LA Klebsiella rhinoscleromatis.

INTRODUCCION

El escleroma respiratorio es un padecimiento in-
feccioso crénico, de tipo granulomatoso, especifico, de
origen bacteriano localizado en la via respiratoria, afec-
tando principalmente la porcién superior dando predo-
minantemente sintomatologia nasal, razén por la que
también ha sido Hamada rinoscleroma'?34, Puede pro-
gresar y extenderse hacia otras estructuras, generalmen-
te en forma lenta , afectando senos paranasales, faringe,
laringe y més raramente traquea y bronquios5'°. Se ha
observado en algunos casos extensién intraorbitaria,
intracraneal e intratemporal®-!!-18,
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HISTORIA

Von Hebra, un dermatélogo Vienés fue, en 1870, el
primero en describir esta enfermedad y la denominé
Rinoscleroma, junto con Kaposi reportaron €l primer caso
de escleroma como una forma de sarcoma, intermedio
entre el glioma y el carcinoma.

Posteriormente en 1876, Mikulicz descubrié que la

enfermedad se trataba de un proceso inflamatorio més
que de un tumor, describe la histologia y las caracteris-
ticas de las células que actualmente llevan su nombre.
En 1882 Von Frish y Volkovich aislan de aquellos pacien-
tes que sufrian esta enfermedad, exitosamente al micro-
organismo: Klebstella rhinoscleromatis , también lamado
desde entonces bacilo de Von Frish.
En 1932, Belinov en el II Congreso Internacional de
Otorrinolaringologia, en Madrid, propuso el nombre de
Escleroma Respiratorio, porque el proceso patol6gico,
puede afectar no solo a la via respiratoria superior , sino
también a la via respiratoria inferior 2, Posteriormente
han aparecido reportes en Egipto, hechos por Madden en
1922, Shaheen en 1953 y Handowsa y Elwi en 195817,

Aunque ha existido escepticismo por muchos afios
acerca del papel etiolégico de este organismo gram nega-
tivo, en 1961 Steffen y Smith esclarecieron su papel
cuando comprobaron que este organismo cumplié con
los postulados de Koch y era el agente etiolégico respon-
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sable de los cambios inflamatorios tipicos del escleroma,
en su experimento usando ratones albinos 2.

EPIDEMIOLOGIA

Estudios epidemiolégicos han demostrado que la
enfermedad afecta por igual a hombres y mujeres y su
mayor incidencia se presenta entre los 15 y 35 anos de
edad. Como la enfermedad de Hansen (Lepra), este
padecimiento parece transmitirse solamente después de
periodos prolongados de exposicién, como sucede en
familias que conviven en lugares cerrados !7 aunque el
contacto por muchosaifios entre un paciente con escleroma
respiratorio y un individuo sano, puede no contagiar a
éste altimo, pero en otros individuos sanos, atn el
contacto por periodos cortos podria resultar en infeccién
del individuo sano '6, lo que nos hace pensar que en la
patogénesis de la enfermedad influyen varios factores .

Es mas frecuente encontrar esta enfermedad en las
clases socloeconémicas bajas donde las condiciones de
vida son precarlas, existe hacinamiento y los hébitos
higienicodietéticos son deficientes '°.

El escleroma respiratorio es una enfermedad de
distribucién universal con mayor incidencia en paises y
zonas de temperatura tropical. Es endémica en:
EUROPA: Polonia, Hungria, Checoslovaquia, sureste de
Rumania, Italia y surde Suiza .

&4
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ASJA: Sureste de Rusia, zona centro y norte de la India,
Indonesia y oriente de China.

AFRICA: Aproximadamente el 5% de los casos de
escleroma respiratorio se localizan en este continente ¢
sobre todo en la zona norte y central, Egipto.

AMERICA: Principalmente en centro y sur del continen-
te; Méxlco, Guatemala, El Salvador, Nicaragua, Colom-
bia, Venezuela, Costa Rica y focos en Ecuador, Pera,
Chile, Argentina, Brasil y Bolivia 23,

En los Estados Unidos, Shum, et al ® reporta que
tienen un promedio de 6 casos por afio en laregién de Los
Angeles Ca. Aproximadamente existen 200 casos publi-
cados en éste pais y en afnos recientes se ha incrementado
su incidencia debido a la inmigracién de personas a
partir de zonas endémicas 2'.

En MEXICO la distribucién de los casos de escleroma
sc aprecia de la sigulente manera, los estados méas
afectados son: Oaxaca, Guerrero, Chiapas, Hidalgo, Ve-
racruz, Puebla y Edo. de México; en menor frecuencia:
Guanajuato, Michoacan. Morelos, Jalisco. Queretaro,
San Luis Potos{ y Aguascalientes '8,
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ETIOLOGIA

La Klebslella rhinoscleromatis pertenece a la familia
de las llamadas enterobacterias, genero KLEBSIELLA, en
el cual, también estan incluidas: K. pneumoniae, K.
ozaenae, K. oxytoca, K. planticola, K. terrigen y K.
ornitithinolytica; de éstas, las dos primeras ademds de la
K. rhinoscleromatis se han encontrado patégenas para el
hombre.

Las bacterias de este género poseen una gran cip-
sula que les caracteriza, solo tienen antigenos Oy K,y
de estos tltimos se conocen 72 polisacaridos diferentes
que conforman otros tantos tipos serolégicos. Los facto-
res de patogenicidad de éste género son: ia cdpsula que
es un factor antifagocitario lo cual Hene clerta importan-
ciaen la patogenesis de la enfermedad??, y la endotoxina
de pared quc es un lipopolisacarido; son aerdbios y
anaerébios facultativos 5.

La Klebsiella rhinoscleromatis es un bacilo gram
negativo intracélular, no flagelado, por lo tanto inmévil,
encapsulado, mide aproximadamente 2.5 micras en lon-
gitud, puede observarse solo, en parejas o ¢n pequefas
cadenas', antigénicamente clasificado, segiin los anti-
genos O (somatico) y K (Capsular) en : O2-K3 2,
Basados en ésta homogenidad antigénica, técnicas
inmunoquimicas pueden ser empleadas para el diagnés-
tico de 1a enfermedad 2. Es un patégeno oportunista y
requiere de un huésped con factores predisponentes que

®
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favorezcan la infeccion ?2. Es probable que esta bacterla
no esté presente en las cAmaras nasales de personas
sanas. El nuamero de subtipos de Klebsiella
rhinoscleromatis varia desde tres (Darrell y Hurdle,
1964} a veintitrés {Mazloum, 1969).

CUADRO CLINICO

El cuadro clinico de la enfermedad consiste en tres
etapas bien reconocidas, que pucden estar en un mismo
paciente simultaneamentey tener sintomas por 10 afios
o mas, antes de establecer el dlagndstico 1824,

Los signos y sintomas al momento de la exploracién
fisica van a variar dependiendo de la fase de la enferme-
dad en que se encuentre el paciente. En la evolucién
natural del padecimiento las tres fases son:

1.- ESTADIO CATARRAL o EXUDATIVO

2.~ ESTADIO GRANULOMATOSO o
PROLIFERATIVO

3.- ESTADIO CICATRICIAL o FIBROSO.

Pueden afectar diferentes dreas del aparato respiratorio
y comio ya se mencioné antes, pueden encontrarse en
diferente estadio. El rinoscleroma, sin embargo, no es
altamente contagioso nt hereditario 2.

El estadio catarral generalmente pasa inadvertido,
ya que inclusive puede confundirse con un cuadro viral

7
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¥y por lo tanto no se le presta importancia y entonces
tender a la cronicidad y evolucién natural del padeci-
miento. Este estadio se caracteriza por inflamacién
aguda o crénica en forma activa de la mucosa resplrato-
ria, con secresién mucopurulenta en ambas cAmaras
nasales. La Kiebstella rhinoscleromatis puede ser en-
mascarada por la inflamacién y el diagnéstico histopato-
légico en esta fase, no pasara de reportar INFLAMACION
INESPECIFICA. La mucosa es fAcilmente sangrante , el
dilagndstico es dificll st no se piensa en la enfermedad y
el germen responsable puede aislarse por bactenologia,
Esta primera ctapa, de duracién variable, que pueden ser
semanas o meses, puede curar por sl misma o con
tratamiento médico. Cuando ésto no ocurre, evoluciona-
ra a la fase proliferativa.

El segundo estadio, Granulomatoso o protiferativo
es cuando Areas nodulares confluyen para formar masas
granulomatosas, las cuales pueden formar grandes
tumefaccliones y pueden infiltrar labios, porcién externa
de la nariz y otras estructuras contiguas®?. Durante éstc
periodo, la biopsla revelaré las caracteristicas histopato-
l6gicas tipicas de la enfermedad y los cultivos, muy
probablemente scran positivos, ya que los micro-organis-
mos se encuentran en mayor cantidad.

Los granulomas eventualmente se van fibrosando,
se va agregando fibrina a los tejidos y se van retrayendo
los planos que originan meodificaciones anatémicas en
relacion directa al grado de extensién y crecimiento de las

@
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infiltraciones nodulares, todo ello corresponde al tercer
estadio : Fibroso o cicatricial; se ha formado tejido
fibroso de cicatrizacién, con cambios progresivos e irre-
versibles'®. Aunque una mejoria clinica aparente puede
observarse en este estadio, la cicatrizacién conduce a
destruccién anatémica posterior y estenosis ¢,

En este estadio es dificil encontrar elementos celulares
caracteristicos y al bacilo de Von Frisch. El diagnéstico se
basa fundamentalmente en los antecedentes y evolucién
clinica, debiendo descartar otras patologias (vease Diag-
néstico diferenclal pagina 14).

La mayoria de los paclentes de rinoscleroma tienen
sintomas por muchos afios antes de buscar atencién
médica, esto puede estar relacionado parcialmente al
estrato socioeconémico bajo de muchos de los pacientes,
en los paises en vias de desarrollo.

Las cavidades nasales son afectadas practicamente
en €l 100% de los casos y la actividad de la enfermedad
puede encontrarse también en faringe (rino, oro e
hipofaringe), laringe, traAquea y bronquios principalmen-
te '8:2525, Por lo tanto la sintomatologia variara de acuerdo
con la fase del padecimiento y localizacién.

Oftras zonas menos comunes que afecta el escleroma
respiratorio han sido descritas por Sony 7y Gamea ®en los
senos paranasales. El seno maxilar esta afectado hasta
en un 40% de los casos segiin un estudio realizado por
Shum y Whitaker 3, donde encontraron cambios que van
desde engrosamiento de la mucosa hasta la obstruccién

®
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del ostium. Saad !° en 1988 reporta tres casos de antros-
cleroma, es decir la presencia de granuloma por Klebsie-
lla rhinoscleromatis; en dos de los pacientes en forma
primaria, y en el otro, por contigiiidad a partir de la
cavidad nasal.

Se han reportado casos con extensién a conducto
lacrimal que aunque no es frecuente lo puede hacer por
cualquiera de las siguientes maneras: invasién directa,
formacién granulomatosa del meato inferior o bien, por
cicatrizacién extensa de la pared lateral nasal '8, ocasio-~
nalmente las lesiones pueden extenderse a cartilago,
hueso, tejido subcutaneo, gangltos linfaticos y al sistema
nervioso central, a nivel intraorbitaria e intratemporal
89.1125 13 diseminaci6n hacia fosa craneal anterior suele
ser fatal, la mayor parte de las veces lo hace por la ldmina
cribosa del etmoides 8. Porto et-al*” en 1989 publicaron
un caso de sepsis por Klebsiella rhinoscleromatis el cual
falleci6 a las 48 horas de su admisién al hospital, hasta
el momento, es el primer reporte de este tipo de presen-
tacién por esta bacteria.

" La obstruccion nasal es cl sintorna més frecuente,
le sigue en orden de frecuencia: formacién de costras en
las caAmaras nasales que caracteristicamente tienden a
ser en forma de “molde” de la misma cimara nasal, de
color verde claro, las cuales al desprenderlas favorecen
epistaxis por el estado de frialdad e inflamacién de la
mucosa nasal, fetidez importante procedente de la

10
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secresion, alteraciones en el olfato, epifora, odinofa-
gia 2,

La sintomatologia en el estadio cicatricial estard en
funcién directa con el sitio afectado; asi en la nariz la
estenosls vestibular es 1o mas comin, pudiendo en
ocasiones estos pacientes presentar también estenosis
en rino u orofaringe, con deformidad del paladar blando,
retraccién de tvula hacia la rinofaringe y atrofia y
fibrosis de la mucosa orofaringe {(comunicacién perso-
nal).

Tapla Acufia ' en 1973, realizando estudios cndos-
cépicos en 232 pacientes con Escleroma respiratorio
reportd que la afeccién de laringe y a nivel traqueobron-
quial correspondia a un 15 y 2% respectivamentc.
Holinger **en 1977, en un estudio de 241 pacientes,
reporta: afeccién laringea en un 80%, traqueal en 12% y
bronquial en el 7% de los casos. Por estudios radiogra-
ficos, con medio de contraste ¥, realizado en 23 pacien-
tes con escleroma respiratorio, la afeccién laringotra-
queal se caracterizé por los siguientes tres hallazgos:

a) Ningiin cambio o cambios leves {irregularidad de

la pared traqueal, desplazamiento
de epiglotis) - 2 pacientes.

b) Lesiones nodulares o polipoideas. - 5

pacientes.

¢} Adelgazamiento difuso de subglotis y

traquea. - 16 pacientes.

i1
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Estos hallazgos complementados ahora con la disponi-
bilidad de la tomografia computada suplementan la
evaluacién de la via respiratoria inferior en pacientes con
éste padecimiento.

Las lesiones obstructivas a nivel de traquea pueden
ser de diversas maneras, incluyendo disnea de esfuerzos,
estridor, sibllancias, tos y episodios de neumonia'2.
Frecuentemente se realiza el diagnéstico de asma, ya que
las lesiones traqueales son raras, pero estas deben
tenerse en cuenta al no poder confirmar el diagnéstico
con la historia clinica, los hallazgos de pruchas respira-
lorias y tratamiento broncodilatador '3,

PATOLOGIA

La biopsia de un paciente con rinoscleroma, en el
primer estadio, puede revelar solamentc cambios infla-
matorios incspecificos, sin embargo la imagen histopaio-
16gica caracteristica se observa méas fAcilmente en el
estadio granulomatoso-proliferativo del padecimiento y
se caracteriza por presentar un patrén inflamatorio de
tipo granulomatoso, con un infiltrado subepitelial de
células plasméaticas, cuerpos de Russell que representan
depésitos de inmunoglobulinas en cl interior de las
células plasmaticas, ademas linfocitos y grandes histio-
citos vacuolados que son los denominados células de
Mikulicz descritas por este autor en 1876. Estas cé€lulas
miden 100-200 micras, tienen su nticleo excéntrico y

13
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comianmente contienen la Klebsiella dentro de su cito-
plasma. Aunque estas células caracterizan al escleroma
respiratorio, su presencia no necesariamente es
patognomoénica. Otras enfermedades, tales como la lepra
lepromatosa y el granuloma inguinal pueden mostrar
este tipo de células grandes vacuoladas con micro-
organismos intracelulares.

Las células de Mikulicz pueden ser facllmente vistas
con tincién de hematoxilina y eosina y el bacilo se
observa con la tincién especial de Warthin-Starry; estos
hallazgos son méas comunes en la segunda etapa de la
enfermedad?°.

DIAGNOSTICO
Se basaen :

-Historia clinica: Historia de proceder o vivir en
areas endémicas, medio socioecconémice bajo, haci
namiento y malos habitos higienicodietéticos.

-Evidencia Clinica: Generalmente es mas facil
reconocer ¢l padecimiento en su estadio granuloma
toso, esto aunado a los signos y sintomas ya comen
tados en lo relacionado a cuadro clinico.

13
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-Histopatologia: Biopsia procesada con tincién de
Warthin-Starry. Otras tinciones: Hematoxilina y
eosina, P.A.S., Giemsa. Técnicas de
inmunoperoxidasa.

-Bacteriologia : Cultivos positivos de exudados
nasales y secresiones laringotraqueales.

-Estudios serolégicos: Fijacién de complemento 3'.

DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

El estadio Inicial es indistinguible de un catarro
comiin o de una rinosinusitis bacteriana de otra etiolo-
gia, rara vez se diagnostica en ¢sta fase de de la enferme-
dad.

Las manifestaciones de padecimientos granuloma-
tosas en cabeza y cuello de varias ctiologias, pueden
imitar al escleroma respiratorio y, por lo tanto deben
diferenciarse de éste 2.

La Tuberculosis, Actinomicosis, Sifilis, Lepra y
Rinitis ozena: son los padecimientos representativos de
etiologia bacteriana.

Las Infecciones micéticas tales como la
Histoplasmosis, Blastomicosis, Paracoccidiodo-
micosis y Rinosporidiosis pueden dar lesiones granu-

pLED
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lomatosas shinilares a las del rinoscleroma, aunque gene-
ralmente, éstas infecclones se encuentran no solo con
afeccién a la via respiratoria, sino también a otros
aparatos y sistemas.

La Leishmaniasis (paréasito protozoario: L.
brasillensis), en su forma mucocutanea, puede causar
lesiones granulomatosas destructivas en nariz y boca,
por lo que, aunque es una enfermedad rara en nuestro
medic debe considerarse en el diagnéstico diferencial.

Las enfermedades autoinmunes o idiopaticas
como la Granulomatosis de Wegener, Sarcoidosis, y
también patologias ncoplasicas malignas como el linfo-
ma o carcinoma deben descartarse cuando se observen
lesiones de apariencia granulomatosa en la via respira-
toria aunado a otros sintomas sistémicos o de afeceién al

estado general 3424,

TRATAMIENTO

Puede dividirse cn manejo Médico y Quirirgico.
Desde cl descubrimiento del escleroma respiratorio, va-
rios tratamientos, tales como cirugia, radioterapia y
quimnioterapia, ya sea solos o en combinacién han sido
utilizados® !9, sin embargo, desde que la estreptomicina
se prob6, en 1948, ser efectiva para ésta infeccién, los
antibiéticos han sido ¢l tronco prineipal para el trata-
miento del padecimiento. A pesar de csto, el escleroma

18
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respiratorio continua stendoe una entidad de dificl] diag-
néstico y tratamiento >3 y la amplia diversidad de esque-
mas terapéuticos encontrados en la literatura {desde las
diferentes combinaciones de antibidticos y citostéaticos,
radiacién y laser), indica que probablemente ninguno es
idealt”19202229 Esto puede ser debido a las condiclones
que presentan las personas afectadas, ya que por un lado
tenemos un proceso infeccloso crénico de dificil control y,
por otro , la inmunodeficiencia celular documentada en
este padecimiento, lo que hace que el organismo no
detenga cficientemente el proceso infecciosp 22252830,

Missene y cols?, en 1992 utilizaron factor de trans-
ferencia (Exiracto dializable de leucociios) con la inten-
cién de elevar la respuesta inmune celular en pacientes
con escleroma respiratorio y rinitis atréfica combinado
conantibi6tico trimetoprim-sulfametoxazol + rifampicina)
con resultados favorables en relacién a la mejoria clinica
y respuesta celular.

In vitro, el bacilo es sensible a la mayoria de los
antibiéticos efectivos contra organismos gram negativos;
los mas utilizados actualmente son: tetraciclinas '7,
Quinolonas ?y rifampicina ya sea local o sistémica *,
In vivo, el antibiético utilizado debe tener buena penetra-
cién celular, dado que estas bacterias son intracelulares.

En nuestro Instituto, la experiencia con el trata-
mientode quinolonas (Borgsteiny cols'?), especificamente
con ciprofloxacina, demostré ser superior en compara-
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cidén con el uso de trimetoprim-sulfametoxazol y
rifampicina , obteniendo mejoria clinica y tasa de
erradicacién de la bacteria en un periodo menor de
tiempo y con duracién del tratamiento de ciprofloxacina
por 4 semanas.

Los antibiéticos pueden no ser efectivos en el tercer
estadio del padecimiento, ya que fundamenltamente la
sintomatologia serd dada por la fibrosis y no por la
presencia de bacterias, ya que éstas estan practicamente
ausentes en ¢sta fase.

El tratamiento quirtrgico no es la primera eleccién
de modalidad terapéutica, generalmente éste esta dirigi-
do a corregir los defectos funcionales y estéticos que esta
enfermedad puede provocar, es decir, es cirugia
reconstructiva . En raras ocasiones cs probable la reali-
zacién de una traqueostomia de urgencia, aunque gene-
ralmente sc intenta primero dilataciones traqueales y,
si hay la disponibilidad de equipo laser, éste promete ser
una buena modalidad terapéutica para la reseccién de
tejido granulomatoso o cicatricial.

A nivel nasal, los cuidados generales son de suma
importancia ya que aunque la infeccién logra controlarse
y los cultivos de exudados nasales ser negativos, la
perdida de la funcién ciliar y atrofia de las mucosas con
fibrosis secundaria, favorece la persistencia de la forma-
cién de costras, que en ocasiones toma varios meses en
desaparecer, € incluso en algunos podra continuar de por

17
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vida; es por ello que la realizacién de lavados nasales con
soluclén salina debera llevarse a cabo en forma periddi-
cal'®, y para evitar sobreinfeccion.

El tratamiento no estard completo sin un segui-
miento estrecho y prolongado de estos pacientes , recor-
dar que la enfermedad puede durar por décadas y tener
aparentes periodos de remisiones 232, por lo que la
evaluacién debera ser con biopsias de lesiones recurren-
tes o sospechosas y cultivos de exudados nasales y en
algunos casos, también de secreciones laringotraqueales.

COMPLICACIONES

Gencralmente corresponden a las secuelas de la
cnfermedad en su tercer estadio, siendo la estenosis a
cualquier nivel de afeccién lo mas comiin, asi podremos
observar: estenosis de vestibulo nasal, uni o bilateral:
estenosls de rino u orofaringe, estenosis laringo-tra-
queal, dacreoestendésis, deformidad nasal (nariz de He-
bra) por pérdida del sostén de las estructuras
osteocartilaginosas (muy rara), atrofia de mucosas con
infecciones frecuentes sobreagregadas.

En el segundo cstadio podria ser la insuficiencia
respiratoria secundaria a la obstruccién laringotraqueal,
por tejido granulomatoso, la cual si no es tratada a
tiempo podria producir la muerte *'. Mds rara vez sc
observa invasién intraorbitaria, intracraneana ¢

intratemporal.
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HIPOTESIS Y
JUSTIFICACION

JUSTIFICACION

A pesar de que el escleroma respiratorio es endémico
en diversos paises, incluyendo Latinoamerica, en los que
el padecimiento se ha relacionado directamente a mala
higiene, hacinamiento, malnutricién y también predis-
posicién genética®*?, poco se sabe acerca de las caracte-
risticas especificas de la respuesta inmune del individuo

. afectado y su interrelacién con la bacteria causante de la
enfermedad.

Se sabe que el contacto por muchos afios, de un
paciente con escleroma respiratorio con un individuo
sano, puede no contagiar a éste nltimo, pero en otros
individuos sanos, atin el contacto por periodos cortos
podria resultar en infeccién del individuo sano !9, lo cual
nos hace pensar, que en la patogénesis de la enfermedad
influyen varios factores.

Estudios de medicién cuantitativos de niveles de
inmunoglobulinas (IgG, IgA) y niveles del componente C3
del complemento, en pacientes de rinoscleroma, sus
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convivientes y controles sanos, muestran que en los
primeros dos grupos, tienen niveles por encima del rango
normal, lo cual sugiere que la inmunidad humoral en
pacientes de rinoscleroma y sus contactos no esta
afectada '6, los niveles de IgM e IgE fueron similares en los
3 grupos. Tappozada y cols, en 1984 3! empleando la
prueba de fijacién de complemento en paclentes con
rinoscleroma, encontraron titulos altos, apoyando que la
inmunidad humoral no est4 deteriorada .

En un estudio de inmunidad mediada por células se
encontré que cxiste un deterioro en la funcién de los
linfocitos "T" en los pacientes de rinoscleroma 2228 y en
algunos contiactos, esto sugiere que la Klebsiella rhinos-
cleromatis puede afectar individuos con inmunodepre-
sién celular 307 |
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BIPOTESIS

Dado que existe una deficiencia en la respuesta
inmune celular en pacientes con rinoscleroma, es proba-
ble que se detecte una diferencia en la respuesta humoral
entre éstos y sus convivientes sanos.

OBJETIVOS

1.- Investigar si existen diferencias en la respuesta
inmune humoral entre pacientes con rinoscleroma,
convivientes sanos y un grupo control de sujetos sanos,
ante diferentes componentes de Klebsiella rhinosclero-
matis.

2.- Evaluar si la detecciéon de anticuerpos produci-

dos puede ser utilizada como método diagnéstico para
rinoscleroma.
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MATERIAL Y METODOS

La poblacién de estudio quedsé constituida por siete
pacientes de Escleroma respiratorio, trece familiares
convivientes de los pacientes y veinticinco sujetos sanos
control.

POBLACION DE ESTUDIO

Pacientes con escleroma respiratorio: Fueron
pacientes que acudieron al Departamento de
Otorrinolaringologia del Instituto Nacional de Enferme-
dades Respiratorias, de la Secretaria de Salud, en la
ciudad de México, D. F.; captados en su primera consul-
ta, en el periodo comprendido entre octubre de 1993 a
febrero de 1994, con manifestaciones de escleroma
respiratorio, que fueron diagnosticados por datos clini-
cos y el aislamiento de Klebslella rhinoscleromatis a
partir de muestras de exudado nasal o biopsias de
cornetes , procesados en el servicio de bacteriologia del
laboratorio clinico del Instituto. Son pacientes que se
encontraban sin tratamiento médico para su padeci-
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miento, motivo de la consulta y que no tenian otras
enfermedades concomitantes, ni se encontraban toman-
do medicamentos de ninguin tipo.

Convivientes : Poblacién de familiares convivientes
de pacientes con escleroma respiratorio, cuyo estado de
salud, se estableci6 por medio de ia historia clinica,
llevada a cabo por el departamento de Oterrinolaringologia
y comprobacién por medio de realizacién de cultivo de
exudado nasal por el serviclo de bacteriologia.

Controles sanos: Poblacién de personas sanas, no
convivientes de pacientes cuyo estado de salud se
establecid, por medio de la historia clinica llevada a cabo
por el servicio de Otorrinolaringologia. |
Poblacién con las mismas caracteristicas socioeconémi-
cas y ¢tnicas.

Obtencidén y procesamiento de muestras:

-Exudado nasal realizado realizado segiin Ia téenica
convencional 3343,

-Toma de muestra de sangre: Personal del departa
mento de Microbiologia, 5 ml. por puncién
venosa, en vena periférica, sin anticoagulante.

-Separacién del suero por centrifugacién, 10 minu
tos a 3500 rpm y congelacién a menos 702 C
del suero, hasta su procesamiento.
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Deteccion de anticuerpos especificos en contra de
Klebsiella rhinoscleromatis:

Obtencién de una suspensién de Kiebsiella
rhinoscleromatis, siguiendo la técnica de Tappozada®'en
medto B.H.1. (Caldo de cerebro-corazén).

Para el inmunoensayo se sensibilizaron placas para
ELISA (Polysorb Nunc Inter Med) con 100 microlitros de
una dilucién de 1:100 de la suspensién bacteriana en
solucién amortiguadora de carbonatos (0.05 M, pH 9.6).
incubando a 42 C por 20 horas; después de lavar las
placas, sc incubaron con albtimina sérica bovina al 1%
en amortiguador de fosfatos con tween 20 {0.01 M, pH
7.2, tween al 0.05%) por 20 horas a 42 C.

Se lavaron las placas y se agregé 100 microlitros de
una dilucién 1:200 de cada muestra del suero, se incub6o
por una hora a 372C, se lavé nuevamente y se agregaron
100 microlitros de una dilucién 1:2000 de anti IgG
humana conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical Co. St.
Louis).

Se Incubd durante una hora a 372 C, finalmente se
reveld con 100 microlitros de sustrato de OPD (ortho
phenyl diamine), se paré la reaccién a los 10 minutos con
50 microlitros de acido sulfiirico 2.5 M.

Se leyeron las placas a 492 nm. en un lector de Elisa
(Mustikan MCC/ 34 OP). Todas las muesiras se colocaron
por duplicado y en cada placa se colocaron 3 controles:
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uno alto, medio y bajo, los dos primeros correspondieron
a pacientes con rinoscleroma y el bajo correspondié a un
suero control normal de una persona sana.

Deteccidn de anticuerpos especificos en contra de un
polisacarido purificado de Klebsiella rhinoscleromatis:

Separacién de la capsula de K. rhinoscleromatis a
partir de un cultivo masivo en medio agar Hilton Miiller,
por licuado y centrifugacion .

Purificacién del polisacarido de la capsula por el método
de Westphal 33

Para el inmunoensayo se sensibilizaron placas para
ELISA (Polisorb Nunc Inter Med } con 100 microlitros de
una solucién del polisacarido que contlene 100
microgramos/ml. de carbohidratos totales en solucién
amortiguadora de carbonatos (0.05 M, pH 9.6} incuban-
do a 42 C por 20 horas; después de lavar las placas se
incubaron con albiimina sérica bovina al 1% en amorti-
guador de fosfatos con tween 20 (0.01 M. pH 7.2, tween
al 0.05%) por 20 horas a 42 C.

Se lavaron las placas y se agreg6é 100 microlitros de
una dilucién 1:200 de cada muestra de suero. Se incubé
por una hora a 372 C. Se lavé nuevamente y se agregaron
100 microlitros de una dilucién 1:2000 de ant IgG
humana conjugada a peroxidasa (Sigma Chemical Co. St.
Louis).
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Se incubd durante una hora a 372 C, finalmente se
revelé con 100 microlitros de sustrato OPD (orto-fenil
diamina) y se par6 la rcaccién a los 10 minutos con 50
microlitros de Acido sulftirico 2.5 M.

Se leyeron las placas 2 492 nm. en un lector de Elisa
(Mustikan MCC/34 OP). Todas las muestiras se colocaron
por duplicado y en cada placa se colocaron 3 controles:
uno alto, medio y bajo; los dos primeros correspondieron
a pacientes con rinoscleroma y el bajo correspondié a un
suero control normal, de una persona sana.

Deteccién de anticuerpos especificos en contra de
proteinas de membrana externa de K. rhinoscleromatis:

Purificacién de proteinas de membrana externa de
Klebsiella rhinoscleromatis basandose en la técnica de
centrifugacién con detergentes utilizada para Klebsiella
pncumoniac ¥,

Para el inmunoensayo, se sensibilizaron placas
para ELISA (Maxisorb) con 100 microlitros de una solu-
cién que contiene 1 microgramo/ml. de proteina en
amortiguador de carbonatos (0.05 M, pH 9.6} incubando
a 42 C por 20 horas; después de lavar las placas se
incubaron con albumina sérica bovina al 1% en amorti-
guador de fosfatos con tween 20 (0.01 M, pH 7.2, tween
al 0.05%) por 20 horas a 42 C.
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Se lavaron las placas y se agregé 100 microlitros de
una dilucion 1:200 de cada muestra de suero. Se incubé
por una hora a 372 C . Sc lavé nuevamente y se agregaron
100 microlitros de una dilucién 1:2000 de antt IgG
humana conjugada a peroxidasa {(Sigma Chemical Co. St.
Louis)

Sc incubd durante una hora a 379C, finaimente se
revel6 con 100 microlitros de sustrato de OPD, se par6 la
reaccién a los 10 minutos con 50 microlitros de acido
sulfarico 2.5 M.

Se leyeron las placas a 492 nm. en un lector de Elisa
{Multiskan MCC/ 34 OP). Tedas las muestras se colocaron
por duplicado y en cada placa se colacaron 3 controles:
. uno alto, medio y bajo; los dos primeros correspondian a
pacientes con rinoscleroma y el bajo correspondié a un
suero control normal de una persona sana.

METODOS ESTADISTICOS

Se calculs un indice de densidad 6ptica dividiendo
el valor obtenido de cada muestra entre el valor obtenido
del control medio .La comparacién de los Indices de
Densidad Optica (IDO) entre los grupos se realizé por
medio de Ia prueba de Kruscall-Wallls, y en aquellos, en
los que hubo diferencia significativa, se realizaron com-
paraciones miultiples por medio de la prueba de rangos
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de Wilcoxon. Los céalculos se hicieron con Minitab data
analysis soft ware. Los parametros de sensibilidad y
especificidad se calcularon como se indica por K. Toman®?.
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RESULTADOS

POBLACION DE ESTUDIO

El grupo problema (pacientes con escleroma respi-
ratorio) estuve constituido por 7 pacientes, cinco del
sexo femenino y dos del sexo masculino, con un prome-
dio de edad de 39.8 y 23.5 afios respectivamente, con un
intervalo de 27 a 55 aitos para el sexo femeninoy 18a29
afios para el sexo masculino. Cinco pacientes en estadio
granulomatoso y dos cn estadio cicatricial. Cuatro
originarios del Distrito Federal, uno procedente del esta-
do de Guerrero, uno del estado de Hidalgo y otro, origina-
rio del estado de Chiapas. El ttempo de evolucién vari6
~ desde un afo a quince aitos, con un promedio de 7 afios,
lo cual esta acorde con la literatura médica.

En el grupo de convivientes, seis fueron del sexo
femenino, con un promedio de edad de 21 aifios, con un
intervalo de 16 a 28 anos. Siete correspondieron al sexo
masculino con un promedio de edad de 29.5 afios, con
un intervalo de 15 a 50 afios. No tenian patologia ni se
encontraban tomando medicamento alguno.
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El grupo de controles sanos, no convivientes, estuvo
constituido per seis sujetos del sexo femenino con un
promedio de edad de 32.6 afios y un intervalo entre 25 a
37 anios. Diecinueve fueron del sexo masculino con un
promedio de edad de 27.4 afios, con un intervalo entre 22
a 45 afios.

Grupo total Sexo edad x edad
F M min | max
Pacientes 7 5 2 35.1 18 55

Convivientes} 13 6 7 25.6 15 50

Controles 25 6l 10 27.3 22 45

sanos

TABLA 1. Poblacién de Estudio.

Resultados de Indice de Densidad Optica: bacteria
completa Klebslella rhinoscleromatis.

Cuando ¢l sucro de los tres grupos se pusieron en
contacto con la bacteria completa, todos presentaron
respuesta; ésta fue practicamente igual entre convivientes
y controles sanos y se observé una diferencia entre los
niveles de estos dos grupos en relacién con los niveles de
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anticuerpos del grupo de rinoscleroma, quienes daban
indices de densidad 6ptica mayores. Los resultados de
observan en Ia grafica 1. Al aplicar las pruebas estadis-
tica (Kruscall-Waliis y pruebas de rangos de Wilcoxon)
nos indican una diferencia significativa entre los grupos
con una p < 0.05 (los valores se observan en las tablas
2y3).
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Resultados de Indice de densidad 6ptica para la determinacién
de anticuerpos en suero utilizando bacterla completa de
Klebslella rhinoscleromalis como antigeno en el ensayo. La
poblacién de estudio se muestra dividida en tres grupos
definidos: convivientes, pacientes y controles. El resultado de

cada sujeto se indica como un punto.
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TABLA 2. Resultados de 1.D.O. de bacteria completa.

GRUPO | PROMEDIO | DESV. EST. P
Kruscall-Wallis
PACIENTES 1.190 0.410
CONVIVIENTES 0.548 0.284 < 0.05
CONTROLES
SANOS 0.707 0.246

TABLA 3. Comparaciones entre grupos con respecto al
IDO* de bacteria completa.

GRUPO PACIENTES |CONVIVIENTES
CONTROLES 0.0054 0.0821*
CONVIVIENTES 0.0026

* Indicec de densidad éptica
** No significativo.
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Resultados de Indice de Densidad Optica: polisacarido
de Klebsiella rhinoscleromatls.

Cuando el suero de los tres grupos se pusieron en
contacto con el polisacarido purificado de la Klebsiella
rhinoscleromatis (grafica 2) no hubo diferencia en la
respuesta de cada grupo, todos dieron indices de densi-
dad é6ptica muy bajos. excepto un paciente de
rinoscleroma, masculino de 18 afios, con 5 afios de
evolucién del padecimiento, €l cual se encontraba en un
estadio granulomatoso. Este inismo paciente en las tres
pruebas dio indices de densidad 6ptica elevados. Al
aplicar la prueba estadistica de Kruscall-Wallis , se
obtienen valores no significativos, con una p > 0.05 (p:
0.867). Los valores sc observan en la tabla 4.

TABLA 4. Resultados de 1.D.O. de Polisacarido.

GRUPO PROMEDIO | DESV. EST. p
Kruscall-Wallis
PACIENTES 0.824 1.823
CONVIVIENTEY  0.122 0.137 0.867
CONTROLES 0.129 0.132
SANOS
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Resultados de Indice de densidad éptica para la determinacién
de anticuerpos en suero utilizando polisacéride de Kiebsiella
rhinoscleromatis como antigeno en el ensayo. La poblacién de
estudio se muestra dividida en tres grupos definidos:
convivientes, pacientes y controles. El resultado de cada
sujeto se indica como un punto.
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Resultados de Indice de Densidad Optica: proteinas de
membrana externa de Klebsiella rhinoscleromatis -

Cuando los sueros de los tres grupos se pusieron en
contacto con las proteinas de membrana externa de la
Klebsiella rhinoscleromatis se observa que los valores
enire el grupo de convivientes y controles son muy
stmilares y dan indices de densidad 6ptica en niveles
menores que los del grupo de rinoscleroma; se aprecian
dos paclentes del grupo problema que dan niveles de
respuesta semejantes a los dados por el grupo de
convivientes y controles sanos (grafica 3). Al aplicar las
pruebas estadisticas se aprecia que sl existe diferencia
significativa al hacer las comparaciones cntre los diferen-
tes grupos (p < 0.05) Los valores se observan en las tablas
5y86.

TABLA 6. Resultados de 1.D.O. de PME*

GRUPO | PROMEDIO | DESV. EST. P
Kruscall-Wallis|
PACIENTES 1,318 0.550
CONVIVIENTES 0.370 0.320 < 0.06
CONTROLES | g 463 0.241
SANOS

*Proteinas de membrana externa.
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TABLA 6. Comparacién entre grupos con respecto al IDO*

de proteinas de membrana externa.

GRUPO PACIENTES |CONVIVIENTES

CONTROLES 0.0010 0.0407**

CONVIVIENTES 0.0015

* Indice de densidad 6ptica

** No significativo.
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Resultados de Indice de densidad éptica paraladeterminacién de
anticuerpos en suero utilizando proteinas de membrana exter-
na de Klebslellarhinoscleromatis como antigeno en el ensayo. La
poblacién de estudio se muestra dividida en tres grupos defini-
dos: convivientes, pacientes y controles. El resultado de cada
sujeto se indica como un punto.
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Resultados de sensibilidad y especificidad: Valoramos
los ensayos utilizados para su uso en el diagnéstico de
rinoscleroma, se escogié el ELISA para bacteria completa
y ¢l ELISA para proteinas de membrana externa de la
Klebstella rhinoscleromatis dado que en estos ensayos los
grupos muecstran una diferencia significativa y se obtu-
vieron los siguientes resultados a un punto de corte del
indice de denstdad 6ptica en 1.1 para la bacteria comple-
ta y en 1.2 para las proteinas de membrana externa:

- Sensibilidad = 71.4%

- Especificidad= 97 %

Estos resultados son similares para ambos ELISA ,
aunque la grafica nos indica una separacién mas clara
cuando se utilizan proteinas de membrana externa.
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DISCUSION

El hecho de que la concentracién media de
inmunoglobulinas séricas IgG fuera significativamente
mayor en pacientes con rinoscleroma y sus contactos,
con respecto al grupo control, como lo reporta Dogheim
y cols '8 podria sugerir que ambos estarian en contacto
con la bacteria de igual forma y que respondian
humoralmente de manera semejante, la diferencia solo
era detectada al valorar la-inmunidad célular como se
hizo con la prueba de ventana cuténea {Skin window test)
(Tappozada y cols 1984)%, en la que valoraban la trans-
formacién linfoblastica posterior a la aplicacién del
antigeno de Klebstella rhinoscleromatis y encontraron
guc existia un deterioro en la funcién de los linfocitos T
en los pacientes de rinoscleroraa y en algunos de sus
contactos, lo que hablaba de una depresién cé€lular y
apreciaban que un 60% de los familiares eran suscepti-
bles a 1a infeccién y/ o podian tener una infeccidén subcli-
nica.

Modlin y cols en 198328 y Missene y cols en 1992 22
también observaron que existe una alteracién en la
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proporcién de las subpoblaciones de linfocitos T, lo cual
apoya la observacién anterior.

En éste estudio los niveles de anticuerpos de los
grupos de convivientes y pacientes tienen una diferencia
estadisticamente significativa y los valores del grupo
control son semejantes a los de los convivientes de
rinoscleroma, aparentemente lo que indica , es que el
contacto de los convivientes con la bacteria de los
pacientes es minimo y que probablemente ésta es contro-
lada a nivel de la mucosa, de modo tal que no persiste el
tiempo suficiente para la generacion de anticuerpos, es
decir: el antigeno no estd presente para permitir la
generacion de anticuerpos en los convivientes. No asi en
los pacientes en los que la bacteria esta presente y sus
antigenos permanecen en el organismo y generan una
respuesta inmuane humoral, o bien, que a semejanza de
tuberculosis, los sujetos con esta enfermedad crénica
desarrollan principalmente una respuesta inmune de
tipo humoral (TH2} y los convivientes infectados desarro-
llan una respuesta célular (TH1) sin desarrollc de
anticuerpos lo cual permite en cllos la erradicacién de la
bacteria 42.

Los valores dados por los convivientes podrian de-
bersec al contacto con cnterobacterias, como los que
presentan los controles sanos incluidos en el estudio, y
sus anticuerpos dar reaccién cruzada con antigenos de
Klebsiella rhinoscleromatts aun cuando no sean genera-
dos por la bacteria misma.
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Con respecto a los convivientes que tienen valores
clevados de anticuerpos en contra de la bacteria comple-
ta y las proteinas de membrana externa, esto quizas no
indica una permanencia del antigeno en su organismo,
no valoramos la inmunidad célular de los individuos,
pero seria recomendable valorar a estas personas a
intervalos de tiempo largo, para determinar sl son sus-
ceptibles a desarrollar la enfermedad en el futuro, si se
mantienen en contacto con la bacteria, a diferencia de
aquellos cuyos valores de anticuerpos son bajos.

Otro aspecto a valorar es st ésta diferencia en los
niveles de anticuerpos se mantiene cuando se compare
con otras estructuras y tal vez una purificacién posterior
de las proteinas de membrana externa a proteinas
individuales .

Los valores bajos de reaccién antigeno-anticuerpo
encontrados en los tres grupos, cuando el suero de éstos
se puso en contacto con el polisacarido purificado de la
Klebslella 'rhinoscleromatis, nos hace pensar que éste
componente bacterlano es poco antigénico, ya que a
pesar de la cronicidad del contacto de este antigeno con
el organismo, no es capaz de despertar una respuesta
humoral o bien ésta es minima.

En relacién a los anticuerpos contra proteinas de
membrana externa, es aqui donde encontramos una
diferencia mayor; los niveles en el grupo de rinoscleroma
nos indica queéstas, son un grupo importante de antige-
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nos y probablemente las que despiertan la respuesta
humoral en una forma més especifica, sin embargo, a
pesar de los niveles altos, los enfermos persisten con su
cuadro clinico, lo cual nos indica, que la respuesta
humoral no ayuda a la erradicacién de la bacteria y
corrobora lo que ya conocemos previamente, de que la
respuesta inmune célular es la que juega un papel mas
importante en la eliminacién de estos organismos intra-
celulares. '

Uno de nuestros pacientes, dio en los tres
inmunoensayos, valores por encima al resto del grupo de
rinoscleroma, se traté de un paciente del sexo masculino
de 18 anos de edad, con 5 aiios de evolucién del padeci-
miento, al momento de la revisién se encontré en un
estadio granulomatoso. Este paciente correspondié al
mas joven de nuestro grupo problema y por historia
clinica no presentaba ningiin otro padecimiento. Consi-
deramos que sus buenas condiciones generales, edad y
fase de la enfermedad contribuyeron a que humoralmente
su respuesta inmune se haya presentado de esta mane-
ra.

Dos de nuestros pacientes con rinoscleroma dieron
titulos bajos cn los tres diferentes ELISA, inclusive,
dando indices de densidad 6ptica similares a los dados
por los grupos de convivientes y controles. Ambas pa-
cientes del sexo femenino, una de cllas de 55 arios de
edad, con un tiempo de evolucién de aproximadamente
15 anos, se encontré en un estadio cicatricial, considera-
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mos que en este caso, los niveles bajos de la respuesta
humoral estan influidos por varios factores como son: la
edad de la paciente, la misma cronicidad del padeci-
miento y sobre todo, el hecho de encontrarse en un
tercer estadio del padecimiento, donde sabemos, la
bacteria es mas dificil aislarla de los sitlos de afeccién,
ya que ésta se encuentra en muy poca cantidad yes, el
proceso fibroso de la enfermedad lo que favorece las
manlifestaciones clinicas, mas que la infeccién activa por
la Klebslella rhitnoscleromatis. La otra paciente, femeni-
no de 32 afios, con un tiempo de evolucion de aproxima-
damente 7 afos, se encontré en un estadio granuloma-
toso; a la historia clinica, sin alguna otra causa aparente
que le condicionara inmunosupresién, sin embargo,
dada su respuesta inmune en valores menores ala de los
otros pacientes, se considera que probablemente pudie-
ra tener alguna otra causa de inmunosupresién no
detectada al momento de su valoracién.

No encontramos tendencia familiar en ninguno de
nuestros pacientes estudiados, aunque reconocemos,
que el niimero de nuestra poblacién es pequeiioy esto
nos da limitaciones, por lo que consideramos, deberan
realizarse estos estudios con una poblacién mayor para
dar crédito y/o descartar nuestras observaciones reali-
zadas.

Por otro lado, si consideramos las prueba realiza-
das como candidatos a ser utilizadas como métodos de
dlagndstico, seria el ELISA de la bacteria completa y el
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de proteinas de membrana externa las que por sus
valores de scensibilidad y especificidad, podrian darnos
resultados aplicables para el diagnéstico de este pade-
cimiento; probablemente, la prueba ELISA de proteinas
de membrana externa por dar valores de un grupo mas
compacto, seria mejor como prueba de diagnéstico,
aunque pensamos que esto ameritaria una poblacién
mayor para una mejor valoracién de las pruebas, que
parecen ser promisorias.

Los que tenemos el compromiso de atender estos
enfer mos debemos recordar que, €l escleroma respirato-
rio o rinoscleroma continua siendo una entidad cuyo
diagnéstico es en base a clinica, bacteriologia,
histopatologia y métodos serologicos, que existe un pro-
blema inmunolégico de fondo y que debemos estudiar a
nuestros pacientes en forma Integral y por periodos
prolongados de tiempo.
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CONCLUSIONES

1.- Existen diferencias cuantitativas en la respuesta
humoral de nucstros pacientes y convivientes asi como
también entre los pacientes y controles sanos contra
antigenos de la Klebsiella rhinoscleromatis, sobre todo
hacia las proteinas de membrana externa.

2.- La respuesta humoral de nuestros pacientes fue alta
en el 71.42% de ellos, en el resto, los niveles de anticuer-
pos fueron menores ; esto puede estar influido por otros
factores como son edad, tiempo de evolucién, estadio de
la enfermedad o, tipo de respuesta inmiine TH1 - TH2 .

3.- Se observo la respuesta humoral de los convivientes
con niveles de anticuerpos similares a los de los controles
sanos, este hallazgo difiere de otros estudios donde se
reportan en valores mayores.

4.-La pruecba de ELISA con la bacteria compleh yconlas
proteinas de membrana externa podran ser utilizadas
como métodos diagnésticos para este padecimientoy de
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acuerdo con nuestros resultados, es el ELISA con las
proteinas de membrana externa de la Klebsiella rhinos-
cleromatls la quetiene un mayor Indice de confiabilidad,
con una sensibilidad de 71.4% y una especificidad de
97% de acucrdo a nuestros resultados,

5.- Es claro que la respuesta inmine célular es lo mas
importante en este tipo de infeccién, dado que la respues-
ta humoral no favorece la erradicacién de la bacteria.

6.- Consideramos que el niimero de nuestra poblacién es
pequefio y que es necesario realizar en un futuro estos
estudios con una poblacién mayor.
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