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Respuesta de anticuerpos o
a proteinas de membrana
externa de Azemophitus
/nflvenzae b

lLemopﬁi/us influenzae del serotipo b es una de las principales causas
de meningitis y otras enfermedades invasivas tanto en paises 1dl‘:-,sa-
rrollados como en paises en vias de desarrollo, inclusive México'™.

En nuestro pais se cuenta con una informacién muy limitada acerca
de la epidemiologia de enfermedades por H. influenzae b (Hib); sin
embargo, los resultados de varios estudios basados en casos de ingresos
a hospitales de la Ciudad de México indican que Hib es el microorga-
nismo mis frecuente en la meningitis bacteriana. Publicaciones recientes
acerca de casos de meningoencefalitis bacteriana en nifios menores de
cinco afios, indican que Hib se presenta con una frecuencia del 25%, o
mayor, en relacién con los demis agentes etiolégicos bacterianos®”. El
periodo de mayor riesgo para infecciones por Hib en México es el que
comprende a nifios con edades entre 3 y 6 meses’.

A pesar de la disponibilidad de antimicrobianos adecuados, el 5% de
nifios con meningitis mueren y un 10 a 30% sufren secuelas neurolégicas
graves',

* Departamento de Salud Piiblica, Facultad de Medicina, UNAM, México.
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Con la finalidad de prevenir esta enfermedad por Hib los trabajos
recientes de investigacién se han orientado hacia el conocimiento y
comprensién de la patogénesis y la inmunidad.

Durante el proceso infeccioso, la bacteria expone al sistema inmuni-
tario del huésped varios antigenos de superficie, mismos que s¢ han
considerado como candidatos ttiles en la elaboracién de vacunas. La su-
perficie de Hib esti constituida por la cdpsula de polirribosilrribitol fos-
fato (PRP), proteinas de membrana externa (PME), lipooligosaciridos
(LOS) y fimbrias. ' : S

Recientemente, y en virtud de que la primera vacuna liberada cons-
tituida por el PRP puro, ha demostrado no proteger a los nifios en edad
de mayor riesgo, se han autorizado otras tres vacunas conjugadas para su
empleo en EUA: a) un oligosacirido derivado del polirribosilrribitol fos-
fato acoplado a una toxina no téxica de Corynebacterium diphteriae CRM
197, b) PRP acoplado a toxoide diftérico y ¢) PRP acoplado a un comple-
jo de proteinas de membrana externa de Neisseria meningitidis del grupo
B. Una cuarta vacuna conjugada PRP-toxoide tetdnico se encuentra bajo
evaluacién clinica. Sin embargo, a la fecha, no se ha definido la eficiencia
protectora de estas vacunas conjugadas y parece que la concentracién
de anticuerpos séricos antes de la vacunacién y la localizacién geogrifica de
las poblacgoncs estudiadas influyen la magnitud de la respuesta de an-
ticuerpos .

En ninguna de estas vacunas conjugadas se han incluido proteinas
propias de Haemophilus influenzae b. ‘ '

Anticuerpos séricos dirigidos hacia PME de Hib inducen proteccién
en contra de la infeccién experimental por este microorganismo y son
las opsoninas predominantes en los sueros de individuos humanos
sanos. Ademds, estos anticuerpos facilitan la bacteriélisis mediada por el
complemento™ 9 Existen algunos trabajos acerca de la respuesta de an-
ticuerpos en sueros de nifios con meningitis hacia algunas PME de Hib.

Varios autores han encontrado presencia de anticuerpos especificos en
contra de las PME de 153.1, 60 y 98 kilodaltones (kDa) en el suero de

individuos enfermos

El principal objetivo del presente estudio fue determinar la presen-
cia de anticuerpos IgG hacia PME de Hib en sueros de nifios enfermos
de meningitis y comparar estos hallazgos con la respuesta en sueros de
nifios sin evidencia de infeccion o enfermedad previa por Hib.
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CEPAS BACTERIANAS Y CRECIMIENTO

Se utilizaron las cepas HU y H2 de H. influenzae serotipo b. Ambas
cepas se obtuvieron de liquido cefalorraquideo de nifios con menin-
gitis. La primera fue donada por la doctora Celia Alpuche, del Hospital
Infantil de México, “Federico Gémez”. La cepa H2 empleada como
referencia corresponde a una coleccién de cepas de Hib.

Estas bacterias se conservaron, hasta su uso, congeladas a ~70° C
en leche descremada al 20 por ciento. Las cepas se sembraron sobre
placas frescas conteniendo gelosa, infusién de cerebro y corazén (Difeo
Laboratories, Detroit, Mich.) suplementado con fluido de Fildes'.

PROTEINAS DE MEMBRANA EXTERNA

La fraccién rica en proteinas de membrana externa se separé de los
demids componentes celulares mediante centrifugacién diferencial en
gradientes discontinuos de sacarosa". Las bacterias se crecieron en cal-
do BHI-Fildes al 5% hasta la fase logaritmica tardia; después se cosecharon
y se lavaron con amortiguador Tris 0.01 M pH 7.5. Dichas células se
rompieron mediante sonicacién (Branson Sonic Power, Danbury, Conn.).
La suspensién conteniendo fragmentos celulares se diluyé en el mismo
amortiguador y se centrifugé a 20 000 xg durante 15 min.

Se colocd una muestra alicuota del sobrenadante sobre un gradiente
discontinuo de sacarosa, conteniendo sacarosa al 15% en EDTA 0.01
M-Tris 0.01 M, pH 7.5 y un colchén en el fondo de sacarosa al 70%
(p/v) en ta misma solucién amortiguadora. Este gradiente de sacarosa se
centrifugé a 60000 xg durante 6 h; la fraccién membranal ubicada en la
interfase se colect y se le denomin fraccién de membrana votal (FMT).
La FMT se resuspendié y se dializé contra Tris 0.01 M pH 7.5 durante
24 h. Posteriormente, se centrifugé a 65000 xg durante 60 min. El sedi-
mento se resuspendié en 6 mL y este volumen se aplicé a otro gra-
diente discontinuo de sacarosa: 5 mL de sacarosa al 15% (p/v), 7.5
mL de sacarosa al 50% (p/v) y 3.5 mL de sacarosa al 70% (p/v) en el
mismo amortiguador de Tris-EDTA. Se centrifugé a 60 000 xg du-
rante 14 h. La fraccién situada en la interfase entre el 50 y 70% de sa-
carosa, rica en proteinas de membrana externa, se dializé contra Tris
0.01 M —~Na EDTA 0.01 M durante 36 h; las muestras se liofilizaron
y se almacenaron a -70° C. L ‘
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La concentracién de proteinas de la fraccién PME se detcr,rnmé
mediante el método de Lowry y cols™®.

SUEROS HUMANOS

Las muestras de suero se obtuvieron de nifios admitidos al Hospital
Infantil de México “Federico G6mez” con meningoencefalitis por
Haemophilus mflumzde tipo b. En este estudio se consideraron sola-
mente aqucllos pacientes con aislamiento y coaglutlnacwn en prueba de
latex positivos.

En este grupo de pacientes se incluyeron 20 nifios. El suero en'fase
aguda de 10 de ellos se obtuvo dentro de los ocho primeros dias después de
la hospitalizacién. Se obtuvieron 10 muestras no pareadas de suero de ni-
fios en fase de convalecencia entre los dias 30 y'40 después de iniciados
los sintomas. Las edades de los pacientes variaron entre 5 meses y 10
afios. : : \ :

El grupo testigo-estuvo formado por 20 muestras de suero de nifios
sin antecedentes de enfermedad invasiva por Hib. Las edades de
€stos nifios variaron entre 3 meses y 8 afios dc cdad :

SUEROS DERAT/(JN

Se inmunizaron seis ratones blancos suizos de la cepa CD-1 con cua-
tro inyecciones subcutineas dc 50 pg de L.PS de Hib, extraido porel
método de Westphal y Jann"’. Los ratones se sangraron por puncién
cardiaca siete dias después de la Gltima inmunizacién; el suero ob-
tenido se almacené congelado a —70° C. » : -

ELECTROFORESIS,\E INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

Las PME de las ccpas de H1b se scpararon por clcctrofﬂrcsm ssegin, el
procedimiento de Laemmli'® -empleando poliacrilamida al 5% pH 8.0
en el gel concentrador, y al 10% pH 6.8 en el gel separador. Las concen-
traciones finales de N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina (TEMED) y
persulfato de amonio fueron de 0.035 y 0.35%; respectivamente. Cincuenta
ug de proteina de las muestras de membrana externa se mezclaron con
un amortiguador de solubilizacién y se calentaron a 100° C. Se aplicé la
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corriente adecuada hasta que el frente de azul de bromofenol al-
canz6 el final del gel analitico. La transferencia electroforética de las
PME del gel de poliacrilamida a la mcmbrana de nitrocelulosa se
realiz6 s1gu1cndo el método de Towbin y cols".

Las proteinas electrotransferidas se sumergieron en amortiguador de
bloqueo conteniendo 0.12% Tris base, 0.87% NaCl (TBS), 4% leche des-
cremada y 0.02% azida de sodio. Las tiras de membrana de nitrocelulosa
(NTC) se incubaron en concentraciones 6ptimas de IgG de cabra
anti-IgG humanas conjugado a peroxidasa (Sigma Chemical Co., St. Louis,
Mo.), en amortiguador TBS. Después de lavar en TBS-T (0 12% Tris
base, 0.87% NaCl y 0.1% Tween 20), las muestras se lavaron con solu-
cién TB (0.12% Tris base pH 6.8). Las tiras conteniendo al antigeno se
incubaron inmediatamente en solucién sustrato (2mM 4-cloro-1-naftol
en metanol 1:4 'y 0.08% de H;O;). Una vez desarrollado el color, se foto-
grafiaron y se conservaron en la oscuridad.

Con la finalidad de detectar la posible contaminacién de LPS en las
preparaciones de PME, las proteinas se sometieron a una electroforesis
y se probaron por inmunoeleptrotransfcrcncia con ¢l suero hiperinmune
de ratén anti-Hib-LPS, que se preparé como se describié. Las tiras de
nitrocelulosa se incubaron en diluciones apropiadas de suero de conejo
anti-IgG de ratén conjugado a peroxldasa (Sigma Chemical Co., St. Luis,
. Mo) :

INMUNODIFUSION

La presencia de anticuerpos dirigidos en contra del LPS de H. influenzae
se detect6 mediante mmunod1fus1on doble en gel, de acuerdo con el
método de Ouchtcrlony se emple6 el suero hiperinmune de ratén
anti-LPS. El gel se prepar6 con agarosa al 1% en amortiguador de fos-
fatos (0.05 mM Na; HPO, -NaH; POy, 0.02 M NaCl y 0.01% mertiolate
[pH 6.8]). Se llenaron pozos de 3 mm de didmetro con 25 pL. de cada
extracto. Se utilizaron muestras de 370 pg de LPS para los pozos cen-
trales y se colocaron diluciones apropiadas de suero hiperinmune de
rat6n anti-LPS en los pozos externos. Las preparaciones se incubaron a
temperatura ambiente y después se lavaron con solucién salina iso-
ténica. Las laminillas se tifieron y se removié el exceso de colorante.
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PATRONES ELECTROFORETICOS DE PME

Las fracciones derivadas de las cepas H2 y HU de Haemophilus influenzae
mostraron un perfil de 12 y 15 bandas, respectivamente. Las fracciones
de membrana externa de la cepa HU mostraron la presencia de cuatro
proteinas con pesos moleculares de 28.5, 33,96 y 100 kDa, las cuales
no se detectaron en la cepa H2. Las proteinas de 37 y 79 kDa pre-
sentes en la cepa H2 no se encontraron en la cepa HU.

De acuerdo con lo anterior, la cepa HU mostré un 84. 6% de homo-
logia con respecto a la cepa H2 usada como de rcfercncm, para hacer
este cilculo se estimé el porcentaje de correspondencia entre las
bandas de ambas cepas (flgura 14-1).

Las protemas mayoritarias en ambas cepas fueron las de pcsos mo-
leculares de 27 y 43 kDa. No se consideraron en el andlisis algunas pro-
teinas minoritarias poco aparentes con pesos moleculares mayores de
100 kDa. :

 INMUNOELECTROTRANSFERENCIA

ANTICUERPOS HACIA PME EN SUEROS DE PACIENTES

Diecinueve de veinte pacientes (95%) tuvieron anticuerpos IgG en con-
tra de PME. Fueron reconocidas proteinas con pesos moleculares entre
16 y 100 kDa por los anticuerpos presentes en el suero de los pacwntes :
(figura 14-2). ~

Nueve de diez (90%) de las muestras de suero de pacientes en fase
aguda mostraron anticuerpos IgG en contra de PME de Hib. Un rango
de 3 a 13 PME fueron reconocidas por antlcuerpos presentes en estas
muestras de suero. Las PME que reaccionaron mds frecuentemente con
los anticuerpos fueron las de 16 (80%), 27 (80%), 36.5 (60%), 43.5 (70%
y 96 (60%) kDa. La respuesta de los sueros de enfcrmos se obscrva en
la figura 14-2,

En relacién con los sueros de pacientes convalcmentes el nimero
de PME reconocidas vari6 entre 2 y 15. La respuesta de anticuerpos en
este grupo de nifios fue diferente en el sentido de que hubo una mayor
variabilidad en la respuesta de anticuerpos hacia las diferentes PME.
Las proteinas que fueron reconocidas con mayor frecuencia, fueron las
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| Figura 14~1. Electroforesis en
. gel de poliacrilamida —SDS de
_las'PME de las cepas H2 y HU
| de Haemophilus influenzae b;
a) cepa de referencia H2; b) ce-
pa HU. Se colocaron 50 pg de
proteina (PME) en cada carril.
Se indica con flechas el peso

de 16 (80%), 27 (80%), 43.5 (60%), 47 (70%), 52 (70%), 96 (80%) y una
proteina mayor de 100 (60%) kDa. En la figura 14-2 se muestra una
inmunoelectrotransferencia representativa, realizada con los sueros
de los pacientes convalecientes y de fase aguda.

El anilisis permiti6, ademds, hacer una estimacién semicuantitativa
de la reaccién antigeno-anticuerpo con base en la intensidad de color
observada para cada uno de los antigenos (PME) sobre las tiras de nitro-
celulosa. (Un suero se consideré como negativo.para una proteina
cuando no se observé mnguna banda, en este caso se asign6 un valor de
0, de 1+ cuando la reaccién fue débil, de 2+ si ésta fue moderada y de 3+
cuando fue intensa.) Los datos se registraron como intensidades de reaccién
en unidades arbitrarias (UA). En la figura 14-3 se muestran las propor-
‘ciones de la intensidad de reaccién corrcspondlentcs a Cddd 1 de los
3 grupos cstududos

La mayor intensidad ‘dc reaccién mostrada por los sueros de los
pacientes (en fase aguda y convalecientes) correspondié a la PME de
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Figura 14-2. Inmunoelectrotransferencia de las PME de Haemophilus
influenzae b. a) Sueros de pacientes en fase convaleciente. b) Sueros de
pacientes en fase aguda; dos de éstos no mostraron reconocimiento al-
guno por las PME estudiadas.

27 kDa (figura 14-3). Se registraron niveles de intensidad altos, pero
menores que los anteriores, para las PME de 43.5, 52 y 96 kDa y las
de 28.5, 43.5, 47, 52 y 96 kDa tratindose de los sueros de fase aguda
y convalecientes, respectivamente. Las demds PME mostraron ‘in-
tensidades de reaccién més bajas. Comparativamente con los sueros
de pacientes en fase aguda, los sueros de los convalecientes tuvieron
intensidades de reaccién mayores hacia estos antigenos.

ANTICUERPOS HACIA PME EN SUEROS DE NINOS SANOS

De los 20 sueros de nifios sin antecedentes de enfermedad invasiva,
18 (90%) presentaron respuesta de anticuerpos hacia las PME de Hib;
los anticuerpos presentes en estos sueros reconocieron sélo a cinco
PME; éstas fueron las de 27 (50%), 36.5 (55%), 43.5 (5%), 57 (35%) y
la de 96 (15 por ciento) kDa. Cada suero control reconoci6 entre 1y 3
PME. Todos los nifios sanos menores de dos afios tuvieron anticuerpos
dinigidos hacia estas PME. Este hecho podria indicar cierta relacién
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con la edad. Comparativamente con los sueros de pacientes, los sueros
de nifios control reconocieron a un menor nimero de PME.
Los antigenos que presentaron una mayor intensidad de reaccién

con los sueros del grupo contrastante o testigo fueron las proteinas
de 27 y 36.5 kDa (figura 14-3).

- Si bien los tres grupos estudiados mostraron frecuencias-altas de
reconocimiento hacia la PME de 27 kDa, los pacientes en fase aguda
tuvieron la mayor frecuencia (80 por ciento).

~ INMUNODIFUSION E
INMUNOELECTROTRANSFERENCIA
‘CON SUEROS DE RATON

Los geles de inmunodifusién fueron utilizados con la finalidad de con-
firmar la presencia de anticuerpos anti-L.PS en el suero inmune de rat6n.
Se observé una banda de precipitacién aparente cuando se empleé suero
de rat6n hiperinmunizado con LPS de Hib. Por tanto, este antisuero fue
cl apropiado para descartar la posible contaminacién de LPS en nues-
tras fracciones de PME (datos no mostrados).

- Ninguna de las preparaciones de PME analizadas después de la
transferencia, mostré una respuesta hacia el LPS cuando se incubaron
con anti LLPS preparado en ratén. Estos resultados indicaron que si bien
algunas proteinas debieron tener [sPS unido, bajo las condiciones meto-
dolégicas empleadas, las bandas observadas correspondieron tinicamen-
te a complejos inmunes formados por anticuerpos que reconocieron

a las PME y no al LPS de Hib.

CONSIDERACIONES GENERALES

Estudios previos han demostrado que los anticuerpos séricos inducidos
en contra de PME protegen en contra de Hib? %, Otros datos sugieren
que las actividades opsénica y bactericida mediadas por el complemento
son los mecanismos responsables de inmunoproteccién inducida por an-
ticuerpos en contra de proteinas de membrana externa de Hib>?. La
clase de anticuerpos que generalmente esti involucrada en estos procesos
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de proteccién en contra de la enfermedad por Hib es la IgG. Esta es
producida cominmente durante la fase aguda de la enfermedad y es
inducida preferentemente por antigenos proteicos.

El estudio analiza la presencia de esta clase de anticuerpos en el suero
de nifios con meningitis por Hib confirmada bactcriolégica y serol6-
gicamente. Todos los sueros de fase aguda y la mayoria de los sueros en
fase convaleciente obtenidos de nifios enfermos, mostraron respuesta
de antlcucrpos hama varias PME; estos resultados concuerdan con los de
trabajos prevnos " La presen01a de anticuerpos IgG hacia PME de Hib.
observada en los sueros de nifios sanos indica la presencia de: 1) epitopos
de reacci6n cruzada entre Hib y otros serotipos de H. influenzae; 2) entre
cepas de Hib y otras bacterias con antigenos similares o iguales; 3) anti-
cuerpos de origen materno o, 4) producidos durante infecciones subcli-
nicas previas por Hib.

Frecuentemente el suero de nifios sanos tuvo anticuerpos en contra
de una PME de 36 kDa. Existe Un reporte sobre respuestas de anticuer-
pos hacia una PME de 40 kDa". En el mismo estudio se encontraron
respuestas de anticuerpos hacia las PME de 51 y 60 kDa en el suero de
pacientes durante la fase aguda de la enfermedad. Erwin y cols."!, con-
firmaron una respuesta significativa de dntlcuerpos hacia una PME
de 98 kDa en pacientes convalecientes de meningitis por este microor-
ganismo. Se observaron respuestas de anticuerpos similares durante la
fase aguda, pero dirigidas en contra de proteinas de 27, 43.5, 52 y 96
kDa. Las diferencias entre estos resultados y los de estos autores podrian
expllcarse parcialmente con base a las diferencias en los procedimientos
técnicos de aislamiento de PME.

También se detecté frecuencias de respuestas hacia una protemd de
43.5 kDa, tanto en suero de fase aguda, como de convalecientes. Esta
proteina tlcnc un PM préximo al de la proteina porina P2 sefialada an-
teriormente”. En esos estudios se indicé que la proteina P2 expresa mul-
tlples determinantes bactericidas y algunas de estas regiones antlgemcas
e inmunogénicas son reconocidas por anticuerpos bactericidas®*”. El pa-
trén electroforético de PME de las cepas HU y H2 fue semejante al
encontrado por otros autores™* 2, Se presume que las diferencias en-
“contradas en la respuesta sérica de pacnentcs mfectados se dcblo funda-

mentalmente a factores del huespcd

A pesar de que dlgunos mvestxgadorcs han demostrado contami-
nacién. de LPS en sus fracciones de PME'®", en las prcparacwncs no
se detecté LPS. Esto podria indicar que 1a respuesta sérica obser-
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vada corrcspondio a anticuerpos dirigidos en contra de las proteinas de
Hib. Se sugiere la realizacién de estudios subsecuentes para conﬁrmar
estos hallazgos :
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