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RESUMEN

Antecedentes: la meningitis por Haemophilus influenzae
es una enfermedad infecciosa frecuente en nifios. En
regiones donde no se han llevado a cabo campafias de
vacunacion efectivas el serotipo b continda siendo el mas
aislado de muestras de liquido cefalorraquideo en nifios
menores de cinco afios. Objetivo: caracterizar mediante
el andlisis de las proteinas de membrana externa (PME)
las cepas aisladas en las diferentes regiones de Cuba.
Material y métodos: se realizé un subtipaje de 500 cepas
de Haemophilus influenzae mediante el andlisis de las
PME por SDS-PAGE. Resultados: los subtipos mas
frecuentemente encontrados fueron: 18L (41%) y 2L (32%).
Otros subtipos hallados fueron: 12U (7%), 13L (3%) y 1L
(3%). Conclusiones: a pesar de que las cepas procedian
de infecciones por bacterias invasoras, los subtipos de
PME mas frecuentemente aislados difieren de los reporta-
dos en estudios similares en otras regiones geograficas.
La distribucion de los patrones de PME no muestra dife-
rencias significativas entre occidente, centro y oriente de
Cuba.

Palabras clave: Haemophilus influenzae, subtipaje, pro-
teinas de membrana externa.

ABSTRACT

Background: Meningitis by Haemophilus influenzae is a
very common infectious disease in children. In areas
where vaccination campaigns have not been effective,
serotype b continuous to be the most isolated from
cephalospinal samples in children five years old or less.
Objective: To characterize strains isolated from several
regions of Cuba by outer membrane protein (OMP) analysis.
Material and methods: It was made a subtype of 500
isolated strains of Haemophilus ifluenzae by outer
membrane protein (OMP) by SDS-PAGE. Results: The
majority were 18L (41%) and 2L (32%). 12U (7%), 13L
(3%) and 1L (3%) were another subtypes found. Conclu-
sions: In spite of the strains were originated by invasive
infections, most of OMP isolated subtypes are different to
those in other geographic areas. The distribution of OMP
patterns was not different among the western, center and
eastern areas of Cuba.

Key words: Haemophilus influenzae, subtyping, outer
membrane protein patterns.

INTRODUCCION

La meningitis por Haemophilus influenzae (Hi) es una
enfermedad infecciosa frecuente en nifios y causa todos
los afios altas tasas de morbilidad y mortalidad en
muchos paises. En regiones donde no se han llevado a
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cabo campafias de vacunacion efectivas, €l serotipo b
continlia siendo el mas aislado de muestras de liquido
cefalorraquideo (LCR) en nifios menores de cinco
anos, siendo éstas, por |o tanto, |as cepas que dentro del
género més se han estudiado y de las que con mayor
precision se han determinado sus principales caracte-
risticas fenotipicas y genoémicas.

Los sistemas de caracterizacion que hasta la fecha
se han descrito incluyen el serotipaje,® biotipge,?
subtipaje por PME,® serotipaje LPS,* y métodos
moleculares, tales como electroforesis en campo
pulsante, entre otros.®

El subtipaje basado en €l andlisis de la migracion de
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las PME en geles de poliacrilamida dodecil sulfato de
sodio (SDS-PAGE) se ha utilizado ampliamente para
la caracterizacion de cepas de Haemophilus influenzae
tipo b (Hib), pues ha resultado ser uno de los métodos
de mayor poder discriminatorio desde el punto de vista
epidemiol 6gico.%®

Se han descrito dos sistemas de subtipaje de PME,
uno desarrollado por Barenkamp y col.® el cual ha sido
principalmente en Estados Unidos donde ha permitido
la clasificacion de las cepas en 21 subtipos. El otro
sistema, desarrollado por Van Alphen, se ha utilizado
en Europa y en diferentes regiones del mundo para €
estudio de las cepas cirulantes.8101

En Cuba, desde 1993, Hib es & agente bacteriano que
més se aisla en muestras de LCR en edades pediétricas;
sin embargo, existe poca informacion publicada y los
estudios relacionados con € tema se basan fundamental -
mente en hallazgos clinico-epidemiol gicos.

En estudios previos realizados en nuestro |aborato-
rio (Tamargo | y col., enviando a Rev Cub Med Trop)
se ha determinado que €l serotipo b se aisla (98.5%) de
los casos de MEB en nifios menores de cinco afios,
siendo, ademés, el biotipo | el més frecuente (76%). Se
han encontrado otros serotipos y biotipos, pero en
bajas proporciones.

El presente trabajo constituye el primer reporte de
caracterizacion por subtipaje de PME de las cepas
aisladas en las diferentes regiones de Cuba.

Un estudio de este tipo resultaba imprescindible
para el mejor conocimiento de las caracteristicas de
nuestras cepas y proporciona una valiosa herramienta
para futuros trabajos de andlisis epidemioldgicos y
moleculares.

MATERIAL Y METODOS

Entre noviembre de 1989 y diciembre de 1995, se
recibieron en e Laboratorio Nacional de Referencia
de Haemophilus del Instituto de Medicina Tropical
Pedro Kouri, 500 cepas de Hib aisladas de LCR de
nifios menores de cinco afios con meningitis.

La distribucion de las cepas estudiadas de acuerdo
con la region geogréfica fue como se describe a conti-
nuacion: occidente: 251 cepas, centro 97 cepas, orien-
te: 152 cepas.

Cada paciente estuvo representado por un aisla-
miento. El aislamiento primario de las cepas de Hi se
hizo en Agar chocolate. La identificacion de Hi se
efectud segin sus caracteristicas morfol dgicas-cultura-
les y a los requerimientos de los factores X y V de

acuerdo con € método descrito por Kilian.2La confir-
macién de Hib se realizd por aglutinacién de particulas
de Latex de acuerdo con €l método descrito por Dirks-
Go! y utilizando el equipo comercial Wellcome (Diag-
nostics, United Kingdom) inmediatamente después de
la identificacion inicial todas las cepas se amacenaron
a —70°C en BHI suplementado con glicerol a 15%,
hasta que se procedi6 a la determinacion de los patro-
nes de PME por SDS-PAGE, de acuerdo con € méto-
do de Van Alphen y col.*

Los extractos de PME se obtuvieron de acuerdo
con e método de Carlone® con modificaciones. Las
células se obtuvieron por centrifugacion a 6000 ~ g
durante 20 min, resuspendidas en 2 ml de solucion
tamponada 10 Mm (HEPES) (N-2-hidroxythylpipera-
zine N-2-ethanesulfonic acid) pH 7.4 y luego fueron
sonicadas en hielo durante tres ciclos de 60 segun-
dos, a méxima potencia con 30 segundos de descanso
(Soniprep 150).

Los detritus celulares se eliminaron centrifugando
a 6000 ~ g durante 10 min. Las envolturas celulares
fueron sedimentadas a 13000 * g durante 1 h a4°Cy
tratadas con lauryl sarcosinato de sodio al 2% durante
30 min. El sedimento obtenido luego de centrifugar a
13000 " g 1 h a4°C seresuspendié en 100 Wl de buffer
muestra 0.0625 M Tris HCL (HP 6.8)m 10% gliceral,
2% SDS, 5% 23 mercaptoetanol y 0.001% azul de
bromofenol. Las mezclas se calentaron a 100°C duran-
te 10 minutos antes de ser aplicadas al gel.

La corrida electroforética se llevé a cabo durante
dos horas a voltaje constante (120V) utilizando patro-
nes de masa molecular (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, California) y muestras de subtipos conoci-
dos de PME (suministrados por L. Van Alphen, Uni-
versidad de Amsterdam). Los geles fueron coloreados
con azul brillante de Coomassie G-250.

El patrén de PME obtenido para cada cepa estudia-
da fue analizado por dos observadores.

Las cepas se agruparon tomando como criterio la
region de nuestro pais en que se aislaron. De esta
forma quedaron conformados tres grupos. occidente,
centro y oriente.

La distribucion de los subtipos de PME encontrada
se compard estadisticamente a través de una prueba c?
con a=0.01.

REsuLTADOS

Un total de 500 cepas se caracterizaron mediante el
subtipaje de PME. Los subtipos 18L y 2L fueron los que
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Figura 1. Perfiles proteicos de cepas subtipo 18L.
Linea 1 = cepa patrén 18L.
Lineas 2-8 = cepas aisladas de LCR en nifios con meningitis.

con mayor frecuencia se encontraron 41 y 32% res-
pectivamente) (figuras 1 y 2). La distribucion del resto
de los subtipos encontrados en relacion con la region
del pais estudiada se muestra en el cuadro 1.

Aungue las cepas estudiadas se aislaron en diferen-
tes periodos, la frecuencia de los subtipos encontrados
no varié entre las diferentes regiones del pais, detec-
téndose que la mayor parte de las cepas (73%) perte-
necian a dos subtipos de PME: 18L y 2L.

En el resto de los aislamientos se encontraron otros
subtipos, pero en menor proporcion: 12U (7%), 13L
(3%) y 1L (3%), por lo que los estudios de subtipaje
deben continuar para definir la relativa frecuencia de
estos patrones menos Comunes.

En 14% de las cepas estudiadas los subtipos no
pudieron ser determinados pues sus patrones de PME
no fueron idénticos a ninguna de las cepas patrones
utilizadas por nosotros.

Figura 2. Perfiles proteicos de cepas subtipo 2L.
Linea 1 = cepa patron subtipo 2L.
Lineas 2-8: cepas aisladas de LCR en nifios con meningitis.

La distribucion de los subtipos de PME no difiere
significativamente entre las tres regiones estudiadas.
Los subtipos encontrados por nosotros se distribuyen
en cada region con una frecuencia equivalente a la
observada para todo € pais.

Discusion

El subtipaje por PME en SDS-PAGE se ha recomenda
do y utilizado desde la década de 1980 para la diferen-
ciacion desde el punto de vista epidemiol égico de cepas
invasivas de Haemophilus influenzae pertenecientes al
serotipo b. Este método proporciona marcadores de
alta reproducibilidad y gran poder discriminatorio.
En sentido general, los estudios realizados hasta la
fecha, demuestran diferencias en la distribucion de los
subtipos entre grandes regiones geogréficas, pero no
dentro de un mismo pais. La carencia de reportes de

Cuadro 1. Distribucion geografica de los subtipos de PME de Hib aisladas de LCR
de nifios menores de cinco afios con meningitis

NUm. de aislamientos por region geografica

Subtipo de PME Occidente (%) Centro (%) Oriente (%) Total (%)
8L 111 (44) 32 (33) 61 (40) 204 (41)
2L 79 (31) 38 (39) 44 (29) 161 (32)
12U 19 (8) 9 9) 8 (5) 36 @)
13L 9 4) 2 ) 6 4) 17 3)
1L 9 4) 1 1) 5 3) 15 3)
No determinado 24 9) 15 (16) 28 (29) 67 (14)
Total 251 (100) 97 (100) 152 (100) 500 (100)
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este tipo en regiones islefias similares a las de Cuba nos
motivé a redlizar €l presente trabgo.

De acuerdo con e estudio desarrollado podemos
afirmar que en nuestro pais predominan pocos subtipos
de Hiby la distribucién de los mismos es homogénea en
todas las regiones de Cuba.

De acuerdo con varios estudios realizados** todos
los subtipos encontrados en nuestro trabajo se han
reportado con anterioridad en otras regiones del mun-
do, pero con diferencias notables en cuanto a su fre-
cuencia de aparicion.

El subtipo 18L (figura 1) que constituyé € més
frecuentemente aislado en nuestras cepas, se encontrd
en solo 11% de las cepas invasivas de Francia e Ingla-
terra.®

El segundo subtipo més detectado por nosotros fue
el 2L (figura 2), e cua estuvo presente en 18% de las
cepas estudiadas en Estados Unidos,® pero raramente
encontrado en Europa® En Dinamarca, por gemplo,
se aisdo en 10% de las cepas estudiadas y en Holanda
sélo 2% de las cepas se corresponden con este patron
de PME.®

Una excepcion en Europa la constituye Islandia,
donde el subtipo 2L si es aislado con dta frecuencia
(91%), pero con la peculiaridad de que 83% de estas
cepas se clasifican como serotipo 9 de LPS (las cepas
cubanas se clasifican en su gran mayoria como serotipos
1y 2 LPS, datos enviados alarevista por Oswaldo Cruz
para su publicacién). En cambio, en Dinamarca 'y Ho-
landa el subtipo 2L, ademas de ser poco frecuente, esta
relacionado con el subtipo 1 y 2 de LPS, respectiva
mente.

Otro elemento interesante en nuestros resultados
lo constituye el hallazgo del subtipo 12U. Nos llama la
atencién que este subtipo no aparece reportado en la
literatura consultada. Por otro lado, el subtipo 13L se
ha encontrado en portadores sanos, por lo que los
autores sugieren una virulencia disminuida.’® Nosotros
aislamos este subtipo con muy baja frecuencia entre
nuestras cepas, resultado que se gjusta a los obtenidos
por otros autores, quienes lo aislaron esporadicamente
de procesos invasivos cepas del subtipo 13L en Finlan-
diay Suiza®®

El subtipo 1L es reportado reiteradamente por
Van Alphen y col. en cepas de Hib recuperadas de
pacientes con MEB; sin embargo, nosotros lo recupe-
ramos en sdlo 3% de nuestras cepas, también prove-
nientes de procesos invasivos. Este subtipo fue notifi-
cado por vez primera en Europa, por Takalay col. y
estuvo representado en 21% de las cepas de Hi tipo b

estudiadas en Finlandia. Sin embargo, durante ese
mismo periodo, van Alphen y col. no lo reportaron en
un estudio efectuado con cepas de diferentes paises de
Europa Occidental.

Mas recientemente Leaves y Jordan reportan el
subtipo 1L en Inglaterra, y Mulleran y col. demostra-
ron su circulacion en 10% de las cepas aisladas de
procesos invasivos en nifios suizos.

Nuestros hallazgos evidencian importantes dife-
rencias en la frecuencia de aislamiento de los distintos
subtipos de PME de Hib en Cuba con respecto a otros
paises y reafirman una vez més la hipdtesis sobre su
distribucion geogréfica restringida, de acuerdo con lo
cua ciertos subtipos de PME, probablemente clones,
no se propagan a través de barreras naturales.**®

Este estudio constituye e primer reporte sobre los
subtipos de PME de Hib circulantes en Cubay permite
que por vez primera contemos en nuestro pais con un
sistema de caracterizacion internacionalmente acepta-
do parala vigilancia epidemiol 6gica de este agente. No
obstante, el hecho de que en 14% de las cepas estudia-
das no pudieran identificarse los subtipos, hace que sea
necesario continuar estudios similares para determi-
nar si 1os mismos corresponden a nuevos subtipos no
reportados en el ambito internacional o a alguno en-
contrado de manera esporédica por primera vez en
estudios realizados méas recientemente relacionados
con el tema.

CONCLUSIONES

Se describen por primera vez los subtipos de PME de
Haemophilus influenzae tipo b aislados de nifios meno-
res de cinco afios que padecian meningitis. Se demues-
tra que la distribucion geogréafica de los diferentes
subtipos en el pais es homogénea. Se deben continuar
estudios similares para conocer si en € 14% de las
cepas en que no se detectd e subtipo se encuentran
algunos no descritos en e &mbito internacional.
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