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1. INTRODUCCIÓN 

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las infecciones de vias respiratorias son un problema de salud pública y 

causan alta morbilidad entre la población. Los microorganismos involucrados 

pueden ser muy variados, siendo uno de ellos Haemophilus influenzae que fue 

aislado por Pteiffer en 1890 <57>. Su nombre se debe a que fue aislado de pacientes 

que mostraban un cuadro clínico denominado influenza. En un inicio se pensaba 

que Haemophilus influenzae era el responsable de dicho cuadro, actualmente se 

sabe que es producido por el virus de la influenzae; de ahi que exista controversia 

sobre el significado clinico de un cultivo positivo para Haemophi/us inf/uenzae, 

puesto que algunos autores lo consideran agente causal de enfermedades como 

meningitis, faringitis aguda, laringotraqueobronquitis, epiglotitis, bronquitis, 

sinusitis aguda y neumonía. Algunos autores consideran que en presencia de este 

microorganismo, los pacientes con enfermedades respiratorias crónicas se pueden 

agravar, mientras otros consideran solo perteneciente a la flora normal y que en 

ocasiones solo participa exacerbando el cuadro clínico; estas observaciones las 

hacen generalmente basadas en la especie, biotipo y serotipo al que pertenece el 

microorganismo aisiado<18>. 

El presente trabajo se enfoca a la identificación, biotipificación y 

serotipificación de las cepas aisladas de pacientes con enfermedades 

respiratorias, así mismo se asocia con él diagnostico clínico, para determinar con 

ello el papel con el que participa Haemophilus influenzae en la patogenia de 

enfermedades respiratorias <53>. Aunado a la importancia de conocer el agente 

5 



etiológico de la enfermedad es indispensable determinar la susceptibilidad de este 

a los agentes antimicrobianos de elección. 

1.2 OBJ~IVOS: 

* Determinar los serotipos y biotipos de Haemophilus influenzae frecuentes en 

infecciones del tracto respiratorio. 

* Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Haemophilus influenzae a los 

antibióticos de elección usados en el tratamiento de las principales 

enfermedades respiratorias, así como determinar la producción de f3 lactamasa. 

* Determinar la concordancia entre las técnicas de difusión en agar y 

microdilución en caldo para determinar la susceptibilidad antimicrobiana de 

Haemophi/us influenzae. 

1.3 HIPÓTESIS 

* El biotipo y serotipo más frecuente será el 11 y el b 

;,:r, Los microorganismos aislados tendrán alta resistencia a la ampicilina. 

* El 25% de los aislados serán productoras de 13 lactamasa 
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2. ANTECEDENTES 

2.1 GENERALIDADES 

Haemophilus influenzae del serotipo b (Hib) es el principal causante de la 

meningitis bacteriana en la población de los paises del continente americano. El 

65% de las infecciones ocurren en infantes menores de 2 años y se eleva hasta el 

85% a los cuatro años, rara vez es causa de infección antes de los dos meses de 

edad o después de los 7 años <54>. Además de causar la meningoencefalitis 

bacteriana aguda o meningitis purulenta, es el agente etiológico de otras 

enfermedades sistémicas o invasivas (neumonía, epiglotitis, laringotraqueitis, 

celulitis, artritis séptica, osteomielitis, pericarditis, seplicemia)85
• Existen otras 

cepas de H. lnffuenzae de serotipos diferentes al b o no tipificables 

serologicamente, que comúnmente están involucrados en enfermedades 

localizadas o infecciones superficiales (otitis media, sinusitis, conjuntivitis y 

bronquitis crónica)<57>. 

También es posible aislar H. influenzae como parte de la flora respiratoria 

alta<79> y se ha reportado colonización en un 2-6 % de niños, pero puede llegar 

hasta un 60% en centros de cuidados diurnos como guarderias. Por ende, la 

recuperación de H. inf/uenzae de muestras de esputo, exudados farindeos, etc. 

puede reflejar tan sólo la presencia de estos microorganismos como parte de la 

flora de nasofaringe normal y no la etiología de una enfermedad perse. Sin 

embargo, en los individuos con problemas respiratorios crónicos, como bronquitis, 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica, bronquiectasias, carcinoma broncógeno 

y sinusitis, H. influenzae capsulado y no capsulado puede causar infecciones 

respiratorias graves. <36> 

8 



2.2. INFECCIONES. 

Entre las principales enfermedades causadas por el género Haemophilus se 

encuentran: 

¡;.. Neumonía: Las manifestaciones clínicas de la neumonía por H. influenzae no 

se diferencian de otras neumonias bacterianas: fiebre, tos y esputo purulento, 

habitualmente de varios días de duración.: H. influenzae representa una causa 

importante de neumonía bacteriana del adulto adquirida en la comunidad. Las 

cepas de H. influenzae no tipificables (HiNT) producen más del 80% de estas 

infecciones. En general afecta a pacientes de edad avanzada con enfermedad 

pulmonar crónica o historia prolongada del tabaquismo. Los enfermos con 

infección por VIH también sufren infecciones respiratorias graves por H. 

influenzae serotipo b y no tipificables y muestran aparentemente una mayor 

incidencia de bacteremias. 

¡;.. traqueobronquitis Posiblemente HiNT interviene en la reincidencia de la 

bronquitis aguda en los enfermos con patogenia pulmonar obstructiva. Sin 

embargo, este microorganismo también se detecta en los cultivos seriados de 

esputo de la mayoría de los pacientes con bronquitis crónica durante las fases 

asintomáticas, por lo que su presencia no implica necesariamente una 

actividad patógena. El aislamiento de HiNT en el esputo durante las recaidas, 

el desarrollo de anticuerpos séricos contra HiNT después de la reaparición y la 

respuesta del paciente a los antibióticos sugieren que HiNT constituye el 

agente etiológico de muchas reincidencias de la bronquitis crónica 13
•
72

• 

¡;.. Meningitis: H. influenzae es la causa más común de meningitis en los niños 

entre 2 meses y 2 años de edad; el 95% de los casos obedecen a H. 
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innuenzae serotipo b. La introducción de la vacuna con polirribosa ribitol fosfato 

capsular purificado (PRP) de Hib en 1991 ha reducido la incidencia de 

meningitis por Hib. En el adulto H. influenzae es una causa poco frecuente de 

meningitis; aproximadamente la mitad de las cepas son HiNT. 

> Sepsis En los niños pequeños, Hib es la principal causa de artritis séptica y se 

asocia a menudo a sepsis. La celulitis por Hib, que acompaña a la sepsis, es 

también una causa significativa de morbi - mortalidad, en este grupo de edad. 

> Otitis media. Las cepas HiNT son responsables del 20 al 40% de los casos de 

otitis media infantil, confirmadas bacteriológicamente, es la enfermedad más 

frecuente en la primera infancia y hasta un 60 al 70% de los niños 

experimentan 1 a 3 otitis antes de los 2 años. 

> Infecciones obstétricas y neonatales: Las infecciones obstétricas por H. 

influenzae representan una complicación peligrosa del embarazo, ya que la 

infección afecta tanto a la madre corno al feto debido a la transmisión rnaterno

fetal del patógeno. Casi siempre las cepas aisladas son HiNT, los sintomas 

maternos y fetales ocurren a .las 24 horas del nacimiento, se observa un alto 

indice de partos prematuros y la mortalidad infantil es muy elevada. 

> Epiglotitis aguda: H. influenzae constituye una causa importante de epiglotitis 

en el adulto. De acuerdo con una amplia revisión, la incidencia de epiglotitis 

aguda en el adulto es de 97 casos por millón de habitantes. La edad media es 

de 44 años con una distribución similar por sexos. Los enfermos presentan una 

elevación de temperatura, faringitis, (90%), disfagia (80%), dificultades 

respiratorias (45%) y ronquera o babeo. La mortalidad es del 7%; todas las 

muertes obedecen a la obstrucción respiratoria. 
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2.3. EPIDEMIOLOGiA MUNDIAL DE Haemophilus influenzae 

Hacia 1974 a 1980 Haemophi/us influenzae serotipo b era aislado entre un 

17 a un 46% principalmente de muestras de liquido cefalorraquideo y sangre y las 

cepas no tipifica bles se encontraban entre un 50 a un 80%. <1•
25.71.se>. En 1982 se 

aislaron 70% de Hib y 29% de HiNT en un estudio realizado en Estados Unidos 

de Norte América (E.U.A.) a partir de muestras de liquido cefalorraquídeo (LCR), 

sangre, expectoración entre otros, mientras que para el año de 1988 se aislaron 

solo 26.9% de cepas Hib y 72.1% de HiNT en otro estudio realizado en donde la 

mayoría de las cepas fueron aisladas de muestras como expectoración, exudados 

de oído, ocular etc. <25> 

En la década de los 90s en los EUA las infecciones por Hib fue la causa 

más importante de morbi-mortalidad en niños en enfermedades tales como 

meningitis, artritis, neumonía, celulitis, osteomielitis y epiglotitis, afectando a cerca 

de 25,000 pacientes anualmente, Sin embargo, actualmente la incidencia de 

enfermedades invasivas por Hib en algunas ciudades tales como Helsinski, 

Finlandia y Cleveland, Ohio en los EUA ha descendido prácticamente a cero, en 

relación con el uso rutinario de vacunas conjugadas vs. Hib a partir de los 

primeros doce años de vida. 

Estudios realizados con punción pulmonar en niños con neumonía 

describen 61% de cultivos positivos, de los cuales 24 a 40% corresponden a 

Haemophilus influenzae.<ª7l En niños con diagnóstico de infección articular 

piogénica se recupera Hib en el 46%. La tasa de portadores nasofaríngeos de Hib 

y HiNT en la edad pediátrica varía de 3-10% y de 15-85% respectivamente; mismo 
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que se incrementa hasta seis veces durante los episodios de infecciones 

respiratorias superiores. 

2.4. EPIDEMIOLOGIA EN MÉXICO DE Haemophilus influenzae 

Aunque con la introducción de vacunas conjugadas se ha reducido la 

incidencia de infecciones invasivas por Haemophilus influenzae serotipo b en 

ciudades de los Estados Unidos y Europa, Hib es una de las mayores causas de 

meningitis bacteriana en ciudades de América Latina incluyendo México. <79> 

De los estudios realizados en pacientes con posible meningitis bacteriana, 

el porcentaje de cultivos de LCR positivos por alguna bacteria fue de 37 a 81% y 

de estos, Hib fue aislado en 9 a 69% de los casos.<80
> En artritis séptica en niños, 

23% fueron positivos para Hib. <57l. Neumonía complicada con empiema pleural en 

niños se aislaron 28% de Hib de un total de 45 a 62 % de cultivos positivos. <57l 

En estudios de otitis media aguda reportan 62% de cultivos positivos de 

donde 23% de estos son por H. influenzae y un estudio de sinusitis maxilar aguda 

con 48% de cultivos positivos de los que un 48% eran por H. influenzae. 

Para portadores, un estudio de 800 niños sanos hubo un aislamiento del 9% 

de Hib y un 6% de HiNT <57l Durante el periodo de julio a diciembre de 1979 se 

reportó el aislamiento de 800 muestras de exudados faringeos y liquides 

cefalorraquldeos, reportando un 59% de Hi b. <54> 
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2.5. CARACTERiSTICAS DEL GÉNERO Haemophilus. 

2.5.1. CARACTERiSTICAS MICROSCÓPICAS. 

Los miembros pertenecientes al género Haemophilus son cocobacilos Gram 

negativos que miden de 0.2 a 0.3 µm de ancho y 1.0 a 1.5 µm de longitud, aunque 

algunas veces presentan formas pleomórficas, son no móviles y no esporulados 

pero usualmente producen cápsula. < 1 > 

2.5.2.CARACTERÍSTICAS FISIOLÓGICAS. 

Este organismo fue llamado Haemophilus debido a su avidez por la sangre 

y su incapacidad para crecer en medios de cultivo sin ella, ya que carece de la 

capacidad enzimática para convertir el ácido delta amino-levulinico a porfirinas. 

Requiere además de sustancias promotoras del crecimiento, tales como el factor X 

(hemina, protoporfirina IX: pigmento que contiene fierro y suministra compuestos 

tetrapirrólicos necesarios para la síntesis de citocromos y enzimas) y el factor V 

(nicotinamida-adenindinucleotido (NAO): coenzima que participa en las reacciones 

de oxido reducción del metabolismo celular).< 1•75 > Cuadro No 1 

El factor V es biosintetizado en gran cantidad por diversos 

microorganismos, como lo son Staphylococcus aureus, algunas Neisserias y 

levaduras. Debido a esto en cultivos mixtos en gelosa sangre pueden verse 

colonias diminutas alrededor de microorganismos biosintetizadores de factor v.115> 

Los factores X y V se encuentran en células sanguineas incluyendo 

eritrocitos de carnero que se encuentran en agar sangre; sin embargo, la sangre 

de carnero también puede contener enzimas que hidrolizan lentamente e inactivan 
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el factor V; por lo cual, especies dependientes de factor V no crecen en medios 

con eritrocitos intactos. Por lo tanto, algunos laboratorios emplean gelosa 

chocolate el cual contiene eritrocitos Usados y en algunos otros casos utilizan 

medios con suplemento de Fildes, el cual es un digerido péptico de sangre de 

carnero que es rico en factores X y V. 

En agar chocolate, las colonias de Haemophi/us llegan a alcanzar un 

diámetro de 1 a 2 mm en 24 horas, estas colonias son transparentes, incoloras y 

brillantes, asemejan gotas de rocío. 

El género Haemophi/us se clasifica en la familia Pasteurellaceae que 

también incluye los géneros Pasteurel/a y Actinobacil/us. El género Haemophi/us 

comprende ocho especies de importancia médica humana. ( Cuadro No.1 } 

Cuadro No.1. Factores de crecimiento de Haemophilus specles 

Microorganismo Factor V Factor X 

H. inf/uenzae + + 

H. parainfluenzae + -
H. haemo/ityticus + + 

H. parahaemo/yticus + -
H. aphrophilus - -

H. paraphrophilus + -
H. segnis + -

H. ducreyi - + 
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2.6 IDENTIFICACIÓN DE Haemophilus /nffuenzae11
•55 

2.6.1 REQUERIMIENTO DE FACTORES X Y V 

Existen diversas pruebas para determinar el requerimiento de factores de 

crecimiento. 

a) La prueba del satelitismo que es la capacidad del microorganismo de crecer 

alrededor de una cepa productora de factor V como es Staphylococcus 

aureus. Para que la prueba sea confiable se debe realizar en un medio de 

cultivo que carezca completamente de factor V para lo cual se prefiere 

utilizar gelosa sangre, en la cual se le agrega la sangre antes de esterilizar 

ya que como el factor V es termolábil se habrá eliminado toda posibilidad de 

que el medio contenga este factor y el medio tendrá factor X en suficiente 

cantidad. 

b) En el comercio existen tiras impregnadas de factor X y factor V con lo cual 

se pueden hacer pruebas de factores de crecimiento. Los factores X y V 

son hidrosolubles, difunden fácilmente en medios de cultivo con agar. Las 

tiras o discos impregnados con estos factores se colocan en la superficie de 

un medio deficiente en factores X y V, como infusión de cerebro corazón, o 

agar tripticasa soya<59> que se ha inoculado con el microorganismo en 

estudio. El requerimiento de factores X y V por parte del microorganismo 

puede determinarse observando el patrón de desarrollo de colonias 

alrededor de las tiras o discos de papel. 

e) Quad plate: es una caja petri dividida en cuatro cuadrantes conteniendo: 

Cuadrante 1: factor X 

Cuadrante 2: factor V 
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Cuadrante 3 Factor X y V 

Cuadrante 4: factor X y V mas sangre de carnero 

El desarrollo de la cepa en determinado cuadrante y la presencia o 

ausencia de hemólisis nos proporcionara la especie de Haemophi/us. <53
> 

d} Discos de ácido aminolevulinico: La habilidad de la sintesis de porfirinas a 

partir de ácido delta aminolevulinico es determinada por estos discos. La 

sintesis de porfirinas nos indica el requerimiento de factor X (hemina}.<53> 

e} Agar porfirina. Para esta prueba se requiere sembrar la cepa en una placa 

de agar porfirina e incubarse por 18 a 24 horas en atmósfera de 5 a 1 O % 

de C02. Las placas son leidas bajo luz UV ( longitud de onda de 350 nm.}, 

aquellas que presentaban fluorescencia naranja nos indica la dependencia 

a hemina o factor X. <31> 

2.6.2 IDENTIFICACIÓN 

2.6.2.1. PRESUNTIVA 

Pruebas bioquímicas. 

Para realizar una correcta identificación de las especies de Haemophi/us se 

recurre a una serie de pruebas bioquimicas como lo son la fermentación de 

algunos carbohidratos, la presencia de enzimas y la presencia o ausencia de 

crecimiento en atmósfera de C02, como se observa en el cuadro No. 2. <53> 
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Cuadro No. 2. Caracteristicas diferenciales del Género Haemophilus52
• 

. . : <{f ~}~~~:~lj~~~:~~~ { .. 
Microorganismo'···,,· 

: . ~~~~{~~~~ ·G1u 

H. innuenzae + 

H. haemolyticus + 

H. ducreyi 

H. parainfluenzae + 

H. parahaemolyticus + 

H. segnis o 

H. paraphrophilus + 

H. aphrophilus + 

+ + 

+ 

o 

+ + + 

+ + + 

V 

V 

V 

~~tal_~:sa." 
~~:t: ~L:;~~:~~:<~ ~-:1: 

+ 

+ 

V 

+ 

V 

Glu: glucosa, Sac: sacarosa, Lac: lactosa, Man: manosa, Xil: xilosa 

Biotipificación. 

C02 

V V 

V 

+ 

+ + 

Killian descubrió un sistema para biotipificar Haemophilus influenzae en 

1976 basado en un número limitado de pruebas bioquimicas. Para poder designar 

un biotipo a cada cepa de Haemophilus innuenzae se recurre a las pruebas 

bioquímicas de indol, ureasa y ornitina descarboxilasa. <79> (Cuadro No.3) 

17 



Cuadro No. 3. Diferenciación de biotipos según la clasificación de 

Killian. < 1 1 

Biotipo 

11 

111 

IV 

V 

VI 

VII 

VIII 

2.6.2.2. MICROSISTEMAS. 

lndol Ureasa 
Omitina 

descarboxilasa 

Los principales métodos convencionales para identificar esta bacteria están 

basados en el uso de medios selectivos y enriquecidos y requerimientos 

nutricionales adicionados a pruebas bioquímicas. Estos métodos son tediosos y 

consumen demasiado tiempo lo que hace necesario la utilización de 

microsistemas. <4> Los principales microsistemas se describen en el Cuadro No 4. 
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Cuadro No. 4 Principales microsistemas empleados en la 

identificación de Haemophi/us influenzae 

Microsistema · .;.,- ::· ~~c:a.r~r,,:/~·.·; ~illian_; Inoculo ·, Tiempo de incubación 
''' " : . . . '" . ,,·,. 

GI, M, L, S, G, 
Minitek System (3) 0,1,U Susp.densa Toda la noche 

MI, F, Mn, X 

Micro-ID (26) A, Ad, In, Sb O, l,U 3 Me Farland 4 hrs 

API NH (4) Gl,Ml,S 0, l,U 4 Me Farland 4 hrs 

RIM-H System (73) Gl,L,S, - Susp.densa 2 hrs. 

Trio Tubo (64) s O, l,U Susp.densa Toda la noche 

RaplD NH (22) Gl,S O, l,U 3 Me Farland 5 hrs 

HNID (44) GI, S, MI, F, L 0, l,U 3 Me Farland 3 hrs 

NHI (45) Gl,S,MI 0,1,U 3 Me Farland 4 hrs 

L: lactosa. S: suerosa, G: galactosa: MI: maltosa, F: fructuosa, Mn: manosa, 

X: xilosa, GI: glucosa, A: arabinosa, Ad: adonitol, In: inositol, Sb: sorbitol. 

2.6.3. SEROTIPIFICACIÓN 

La importancia clínica de H. influenzae en enfermedades humanas fue 

informada por primera vez por Pitman en 1931 quien observa que las cepas con 

cápsula eran las responsables de la meningitis y otras infecciones purulentas; 

asimismo propuso que el serotipo b como aquel que presenta la mayor virulencia. 

Las cepas capsuladas se clasifican en 6 serotipos de acuerdo a su 

composición química, designado de la a a la f. ( Cuadro No. 6). 
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Cuadro No.5 Polisacárido capsular de Haemophilus influenzae82 

~li~f'ª!~~· rr~%~~car. 
A Glucosa 

B Ribosa y ribitol 

e Galactosa 

D Hexosa 

E Hexosamina 

F Galactosamina 

Eosfato Acetil 
k1~f.~~~~T L~~~W 

+ 

+ 

+ 

+ 

El principio de la tipificación serológica de H. influenzae involucra la mezcla 

de una porción de la bacteria de los cultivos caracterizados bioquimicamente con 

una gota de suero hiperinmune (anticuerpo). Si la mezcla aglutina para el antígeno 

presente en el organismo, identifica el serotipo del organismo. 

Existen varios métodos para serotipificar entre los que se encuentran: 

•:• La aglutinación en portaobjetos: Es la prueba más simple y fácil de 

interpretar, no presenta autoaglutinación, emplea pequeñas cantidades 

de anticuerpo y el tiempo de aglutinación es de dos minutos.<37•4o.7e.39> 

•:• La reacción de Quellung: e~ simple de desarrollar pero el hinchamiento 

de la cápsula es más difícil de leer que la aglutinación en portaobjetos, 

requiere cantidades minimas de anticuerpo y el tiempo de aglutinación 

es de 5 minutos.<40
·39> 

••• Aglutinación en látex: en esta prueba existen problemas de lectura ya 

que la aglutinación es débil y se han observado reacciones cruzadas al 
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realizarla, es de las pruebas que requieren de la menor cantidad de 

anticuerpo detecta hasta 5 ng/ml de polisacárido capsular y requiere de 

al menos 2 minutos de tiempo de aglutinación. <39
•
40

•
17

•
78

•
41

•
37

•
15

•
57

•
58>. 

•:• Contrainmunoelectroforesis: es la técnica más sofisticada y por lo mismo 

es más cara,. el resultado es fácilmente interpretable, se pueden correr 

varias pruebas simultáneamente y no ocurren reacciones cruzadas, se 

emplea poca cantidad de anticuerpo, esta técnica es capaz de detectar 

hasta 20ng/ml de polisacárido capsular es de las pruebas que requieren 

mayor tiempo. (40.78.41.37,15.57.39) 

•:• Agar antisuero tiene la ventaja que las muestras pueden ser sembradas 

directamente en estas, las colonias pueden ser tipificadas sin necesidad 

de posteriores resiembras, requiere de grandes cantidades de 

anticuerpo y requiere de al menos 2 días para desarrollarse. <40.39> 

·:· lnmunofluorescencia: esta técnica puede detectar cepas mutantes que 

no es posible detectar por otras técnicas, es capaz de detectar hasta 0.5 

ng/ml siendo la que menor cantidad de polisacárido capsular detecta, 

pero es la prueba que requiere del equipo ·más caro. <4o. 57> 

•:• Coaglutinación: es de fácil interpretación y es capaz de detectar menor 

cantidad de bacterias que el método de aglutinación en látex. <75
• 
33

• 
15

• 
37> 

El cuadro No. 6 presenta la capacidad de detección de cada método y la 

cantidad de anticuerpo que emplean algunos de ellos. 
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Cuadro No. 6. Capacidad de detección de las principales técnicas de 

aglutinación 

Téc~icas.· 

Aglutinación en portaobjetos 1 O •u UFC/mL 

Reacción de Quellung 

Aglutinación en látex 102 UFC/mL o 0.5 ng/mL PSC 20 µI 

1 O"' UFC/mL o 5-20 ng/mL 
Contrainmunoelectroforesis 10 µI 

PSC 

Agar antisuero >> 

lnmunofluorescencia 0.5 ng/mL PSC 
. · .. : 

Coaglutinación < 1 O ng/mL PSC 
·.·: 

PSC Polisacárido capsular 
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2.7 ANTIMICROBIANOS 

La selección óptima y juiciosa de antimicrobianos para combatir 

enfermedades infecciosas exige juicio clínico y conocimiento detallado de los 

factores farmacológicos y microbiológicos. Los antibióticos se utilizan en dos 

formas generales, como terapéutica empírica y como fármacos definitivos. Si se 

usan de manera empirica o como terapéutica inicial, el antibiótico debe atacar a 

todos los microorganismos patógenos posibles porque no se ha identificado al 

microorganismo o microorganismos infectantes. Sin embargo, una vez identificado 

al agente infectante habrá que emprender la antibiótico terapia definitiva, es decir, 

con espectro preciso para completar el ciclo terapéutico. Cuando está indicado un 

antimicrobiano, la meta es seleccionar un producto que sea activo de manera 

selectiva contra el o los microorganismos infectantes19
• 

El National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS) sugiere 

una gula para seleccionar y reportar los antibióticos adecuadamente de acuerdo a 

los siguientes grupos: 

Grupo A: Grupo de elección primario 

Grupo B: Solo se reportan sí los antibióticos de su misma clase del Grupo A 

son resistentes. 

son: 

Grupo C: Solo en caso de microorganismos resistentes a los grupos A y B. 

Grupo O: Son indicados cllnicamente pero no son los mejores candidatos 

Los antibióticos recomendados por el NCCLS para Haemophi/us influenzae 
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P-lactámicos 

Ampicilina (A) 

p - lactámico / p - lactamasa inhibidor 

Ampicilina / sulbactam (B), Amoxicilina I ácido clavulánico (C), Piperacilina I 

tazobactam (O) 

Cefalosporinas (parenteral) 

Cefotaxima (B), Ceftazidima (B), Ceftizoxima (B), Ceftriaxona(B), Cefuroxima de 

sodio (parenteral) (B), Cefonicid (C), Cefamandole (O), Cefepime (O). 

Cefalosporinas (oral) 

Cefaclor (C), Cefprozil (C), Loracarbef(C), Ccfdinir (C), Ccfixime (C), Cefpodoxime 

(C), Cefuroxima axetil (oral) (C), Ceftibuten (O). 

Carbapenems 

Meropenem (B), lmipenem (C). 

Monobactams 

Aztreonam (C) 

Macrólidos 

Azitromicina (C), Claritromicina (C) 

Tetraciclinas 

Tetraciclina (C) 

Fluoroquinolonas 

Ciprofloxacina (C), Levofloxacina (C), Lomefloxacina (C), Ofloxacina (C), 

Sparfloxacina (C), Grepafloxacina (C), Trovafloxacina (O). 
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lnhibidores de la sintesis de folato 

Trimetoprim I sulfametoxazol (A) 

Fenico! 

Cloramfenicol (B) 

Clasificación de los antibióticos: 

Los antibióticos se pueden clasificar de acuerdo a su estructura quimica, 

mecanismo de acción y su efecto antimicrobiano como se muestra en el cuadro 

No. 7 

Cuadro No. 7. Clasificación de los antibióticos34•
59

·
66 

UD~l~~r~~!~g1.· ·:;fl'· ~~~~~~~Bf?r~~~:~~~'.~ft i§~pf~%1R~~~J~~R.~~~~~;~~?:~:.;:,· 
Inhibe la sintesis de la pared 

J3-lactámico Pared celular 
celular 

J3-lactámico I Inhiben la acción de la enzima J3-

inhibidor de J3- Enzima J3-lactamasa lactamasa evitando la destrucción 

lactamasa del antibiótico J3-lactámico 

Inhibe la sintesis de la pared 
Cefalosporinas Pared celular 

celular 

Inhibe la sintesis de la pared 
Carbapenems Pared celular 

celular 

Proteinas ligadoras de Forma estructuras filamentosas 
Monobactams 

penicilina largas que la hacen no viable 

25 



Macrolidos Subunidad ribosómica 505 Inhibe la sintesis de proteinas 

Tetraciclinas Subunidad ribosómica 305 Inhibe la sintesis de proteínas 

Fluoroquinolonas Enzima DNA girasa Inhibe el superenrollamiento 

lnhibidores de la 
Enzima dihidrofolato 

síntesis de Inhibe la sintesis del ácido fólico 
reductasa 

folatos 

Fenicol Subunidad ribosómica 505 Inhibe la sintesis de proteínas 

Pruebas de susceptibilidad antimícrobiana 

Aunque en todo diagnóstico es importante la identificación del agente 

causante de la enfermedad lo es aun más el conocer el perfil de susceptibilidad 

antimicrobíana del agente patógeno a los diversos agentes antimicrobianos. 

El NCCLS menciona que las pruebas de sensibilidad antimícrobíana son 

indicadas para microorganismos que contribuyen a un proceso infeccioso, 

garantizando quimioterapia antimicrobiana sí es que esta sensibilidad 

antimicrobiana no puede ser predicha con conocer la identidad del organismo 

identificado y cuando el organismo causante se piensa pertenece a especies 

capaces de exhibir resistencia a los antimicrobianos comúnmente usados20
• 

La resistencia antimicrobiana ha desarrollado rápidamente un cambio 

significativo en la salud global porque un gran número de microorganismos 

adquiridos en la comunidad y nosocomiales de infecciones respiratorias han 

desarrollado multirresistencia. <51> 
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La resistencia antimicrobiana puede tener un impacto substancial en el 

cuidado de la salud por los efectos adversos en la morbi-mortalidad 

incrementando las oportunidades parta transmitir enfermedades por si el 

tratamiento falla. 

La susceptibilidad antimicrobiana de Haemophilus influenzae se realiza 

principalmente por dos métodos: 

1. El método de microdilución en caldo. 

2. La prueba de difusión en agar 

Prueba de microdilución en caldo. La susceptibilidad antimicrobiana de los 

microorganismos a los antibióticos es determinada en una serie de pocillos que 

están moldeados en una placa plástica de 96 receptáculos cada uno de los cuales 

tiene una concentración diferente del antibiótico. Este método tiene la ventaja de 

usar pequeños volúmenes de reactivos y el gran número de bacterias que pueden 

ser probadas de forma simple y poco costosa. 

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusión en agar (Kirby 

Bauer). La figura 1 ilustra el principio del método de difusión en agar para la 

comprobación de la susceptibilidad antimicrobiana. Tan pronto como el disco 

impregnado en antibiótico se pone en contacto con la superficie húmeda del 

agar, el agua es absorbida por el papel filtro y el antibiótico difunde al medio que 

lo rodea, a medida que aumenta la distancia del disco, se produce una reducción 

logarítmica de la concentración del antibiótico. Cuando se alcanza una masa de 

bacterias crítica, la actividad inhibitoria del antibiótico es superada y se produce el 

crecimiento bacteriano. 
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Figura 1. Principio de la técnica de difusión en agar 

Control de calidad 

Los criterios empleados para asegurar la precisión y reproducibilidad de las 

determinaciones en los valores de pruebas de susceptibilidad antimicrobiana son 

2: 

* El uso de métodos estandarizados y controlados 

Procedimientos para pruebas de susceptibilidad antimicrobiana deben usar 

métodos estándar que sean reproducibles y apropiados para la especie 

bacteriana que será probada. Especificaciones tales como preparación de inoculo, 

medio de prueba y cepas de control de calidad deben ser seguidas exactamente y 

manteniéndose constantes entre pruebas. Variac[ones en condiciones de 

crecimiento, las propiedades nutricionales del medio o el tipo de prueba pueden 

reflejar variación en los resultados. 

La elección del medio de crecimiento, particularmente para organismos 

fastidiosos, puede ser compleja. Este puede afectar enormemente el crecimiento 
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bacteriano y por lo tanto en la confiabilidad de los resultados. El medio de 

crecimiento debe ser estandarizado y prácticamente aplicable. Por ejemplo, 

Haemophilus test médium (HTM) es recomendado por el NCCLS para probar 

Haemophilus sp .. Sin embargo, dificultades en la preparación del HTM y en 

obtener este comercialmente con una alta calidad, acampanado de su corto 

tiempo de vida y falla para soportar el crecimiento de muchas cepas, hacen a este 

un medio problemático para su uso48
• Reconociendo este problema el NCCLS 

adoptó una recomendación en las pruebas rutinarias en la manufactura de HTM 

con H. lnfluenzae ATCC 10211 por sus características que se comentan más 

adelante. 

* El uso de cepas control definidas 

Las cepas de control de calidad son frecuentemente usadas para 

determinar la validez de los resultados. Estas permiten la verificación de los 

resultados de la determinación del CIM proporcionando cepas con un rango de 

CIM conocido. <42> 

Para organismos fastidiosos tales como H. lnfluenzae se recomienda el uso 

de una cepa no tipificable 13-lactamasa negativa, ampicilina resistente ( BLNAR) 

ATCC 49247 como control de calidad en las pruebas de susceptibilidad 

antimicrobiana para Haemophilus sp. debido a su adecuada precisión inter e intra 

laboratorio. <10 > 

Sin embargo resultados inconsistentes en el control de calidad fueron 

observados en agar HTM cuando agentes antimicrobianos como cefaclor, 

cefuroxima, cefamandole y cefunicid fueron probadas contra la cepa ATCC 
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4924750• Por esta razón un estudio fue hecho para identificar una cepa alternativa 

de control de calidad con cefaclor, cefuroxime, cefamandole, cefonicid y loracabef. 

La NCCLS remplazó la cepa ATCC 49247 por la cepa ATCC 49766 como la cepa 

recomendada para control de calidad de los antibióticos antes mencionados. <5> 

Para la prueba de antibióticos betalactámicos combinados con un inhibidor 

de betalactamasa el NCCLS no provee una cepa de Haemophilus inf/uenzae 

capaz de detectar la presencia de una adecuada cantidad del inhibidor de 13-

lactamasa como componentes de amoxicilina - ácido clavulánico, ampicilina -

sulbactam y piperacilina - tazobactam. Debido al alto porcentaje de cepas 

productoras de 13-lactamasa es crítico que en el control de calidad se asegure que 

hay una adecuada cantidad de inhibidor de 13-lactamasa presente. Las cepas 

productoras de betalactamasa de H. lnfluenzae no son adecuadas para usarse 

como microorganismos de control de calidad en evaluaciones de ácido clavulánico 

contenido en amoxicilina - ácido clavulánico. Esto es debido al alto nivel de 

actividad de las 13-lactamasas TEM-1 y ROB-1 producidas por Haemophilus 

inf/uenzae. Sin embargo, Escherichia co/i ATCC 35218 es recomendado por el 

NCCLS como microorganismo de control de calidad para los agentes 13-lactamico 

I J3-lactamasa inhibidor, el NCCLS recomienda realizar esta prueba con Mueller 

Hinton, sin embargo, Butler et al <10> lo realiza con HTM, el medio indicado para 

pruebas de susceptibilidad antimicrobiana de Haemophilus inf/uenzae encontrando 

resultados aceptables para poder realizarse en este medio. 

Cuando existe un crecimiento inadecuado en HTM, es probablemente 

debido al factor X constituyente del medio el cual es suplementado en la forma de 
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hemina purificada. La hemina es pobremente soluble y extremadamente inestable. 

Algunos aislamientos clínicos de H. lnffuenzae pueden tener requerimientos de 

factor X muy altos. Tales cepas son caracterizadas por zonas de crecimiento 

cercanas a las tiras impregnadas de factor X o V en pruebas de satelitismo. Estas 

cepas pueden fallar al crecer en HTM si este ha sido preparado inadecuadamente 

o que ha sido guardado por prolongados periodos de tiempo. La cepa de H. 

lnffuenzae ATCC 10211 tiene altos requerimientos de factor X por lo cual los 

laboratorios lo usan como control de crecimiento. <21
> 

2. 7 .1. PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA DE Haemophilus 

influenzae. 

En el género Haemophilus se ha encontrado a lo largo de la historia la 

aparición de cepas resistentes 49
• En la década anterior a 1972 las infecciones se 

trataban empíricamente con ampicilina, tratamiento que se llevaba a cabo con 

éxito, debido a que los aislamientos eran universalmente susceptibles en esa 

época. 

El primer aislamiento resistente a ampicilina fue documentado en Europa en 

1972 y en los EUAen 1973-1974, en cepas de Haemophi/us inffuenzae tipo b. 

El mecanismo para la resistencia antimicrobiana a ampicilina en estas 

cepas fue la producción del plásmido - mediador 13 - lactamasa (TEM-1), 

recientemente una segunda enzima denominada ROB-1 fue encontrada, aunque 

es poco frecuente, en aislamientos de Haemophilus inffuef/zae 62
•
64

•
65

• La 
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prevalencia de la p - lactamasa ROB-1 no ha sido completamente establecida 

quizá por su dificultad para detectarlo. 

En 1976 se encuentra resistencia a cloramfenicol debido a la producción de 

una enzima inactiva. <2 -
4

> la cloramfenicol acetil transferasa. Posteriormente se 

encontraron cepas cloramfenicol acetil transferasa y p lactamasa positiva. 

En 1980 se encontraron cepas resistentes a ampicilina no p lactamasa 

positiva y esto es debido a la alteración de proteínas unidas a penicilina, esto 

permite a la célula continuar su proceso de división en presencia de algunos 

agentes p - lactámicos. Esta misma caracteristica puede provocar la reducción de 

la sensibilidad antimicrobiana a algunas cefalosporinas. 

Se han encontrado cepas resistentes a tetraciclina, eritromicina, SXT y 

rifampicina pero únicamente se conoce el mecanismo de resistencia a SXT y es 

debido a un exceso en la producción de dihidrofolato reductasa. 

No se conocen reportes de resistencia a cefalosporinas de 3ª. Generación y 

fluoroquinolonas. 

2.7.2. EPIDEMIOLOGIA MUNDIAL DEL PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD 

ANTIMICROBIANA DE Haemophilus influenzae 

P-lactámicos 

Reportes encontrados en la literatura de cepas productoras de p-lactamasa 

van desde un 4.6% hasta 53% reportado en EUA en el año de 19761 y 1991 20• 

Estos reportes varían mucho de país a país así como del año en que fue reportado 

como se observa en el cuadro No. 8. 
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Cuadro No. 8. Relación de cepas productoras de 13 lactamasa 

EUA 1976 4.6 1 

EUA 1982 16 53 

EUA 1988 47.3 25 

EUA 1991 53 47 

GANADA 1993 32.2 7 

EUA 1994 36.4 23 

MUNDIAL 1996 13.4 29 

Argentina 1997 15.1 80 

ASIA, EUROPA 1997 18 76 

BRASIL 1997 12 16 

GANADA 1997 24 90 

EUA 1997 41.6 43 

1EUA 1997 34.2 24 

NORTE AMERIGA 1997 36.6 46 

EUROPA 1998 11.6 77 

La combinación de un 13 lactámico con un inhibidor de 13 lactamasa ha 

demostrado buena acción contra Haemophilus influenzae ya que su porcentaje de 

sensibilidad antimicrobiana ve de 99% 90 a 100% 51
•
43

•
76

•
86 ,solo un autor reporta 
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67% de sensibilidad antimicrobiana en un estudio realizado en los Paises Bajos 

en el año de 199738
, un repote más completo se presenta en el cuadro No. 9. 

Cuadro No. 9. Porcentaje de susceptibilidad antlmicrobiana a 

amoxicilina - ác. clavulánico 

1994 

Argentina 1997 99.5 80 

ASIA, EUROPA 1997 99.5-100 76 

BRASIL 1997 100 16 

CANA DA 1997 99 90 

EUA 1997 99.8 83 

EUA 1997 100 43 

EUA 1997 99 24 

NORTE AMERICA 1997 99.4 46 

PAISES BAJOS 1997 67 38 

ES PANA 2000 100 86 

La actividad de las cefalosporinas contra H. lnfluenzae se reportan en 

cuadro No. 10 donde se observa que la ceftriaxona tiene la mejor actividad. 

34 



Cuadro No. 10. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana a 

cefalosporinas 

EUA 

Canadá 1994 98 100 51 

Finlandia 1995 87.1 97.4 60 

EUA 1997 78.9 98.8 43 

EUA 1997 79.6 95.7 24 

Norte América 1997 79.7 95.9 46 

Argentina 1997-1998 99.5 100 80 

Asia. Europa 1997-1998 100 100 76 

Brasil 1997-1998 98.2 100 16 

Canadá 1997-1998 87 98.3 90 

EUA 1997-1998 100 100 83 

Macrólidos 

El macrólido que principalmente se reporta en la literatura contra H. 

inf/uenzae es la claritromicina donde su sensibilidad antimicrobiana va desde un 

31 % 60 hasta un 94.2% (Cuadro No. 11.) 

35 



Cuadro No. 11. Porcentaje de sensibilidad antimicrobiana para 

claritromicina. 

Brasil 1997-1998 92.4 16 

Asia, Europa 1997-1998 91.3-97.4 76 

Canadá 1997-1998 87.4 90 

España 2000 57 86 

Paises Bajos 1997 31 38 

EUA 1997-1998 94.2 83 

EUA 1997 76.6 43 

Norte América 1997 62.2 46 

EUA 1997 61.4 24 

Los inhibidores de la sfntesis de folatos son los antibióticos que han 

presentado la sensibilidad antimicrobiana más reducida, en particular el 

trimetoprim sulfametoxazol presenta una sensibilidad antimicrobiana tan baja 

como del 47.9% 76 Hasta un 82.8% 76 solo 2 autores reportan más del 90% de 

sensibilidad antimicrobiana 25
•
32 

• 

En general las quinolonas tiene un porcentaje de sensibilidad 

antimicrobiana por arriba del 99%. 43.45.77•90.54•75•50,38,66,29.61 • 
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2.7.3. EPIDEMIOLOGIA EN MÉXICO DEL PERFIL DE SUSCEPTIBILIDAD 

ANTIMICROBIANA DE Haemophilus lnfluenzae 

Existen muy pocos reportes de sensibilidad antimicrobiana realizados en 

México. Dos de ellos hechos en el año de 1981 el primero! solo reporta el 14% de 

resistencia a ampicilina 84
• El segundo reporta 26.80% de cepas productoras de 13 

lactamasa, un 76% de sensibilidad antimicrobiana a ampicilina y un 95% de 

sensibilidad antimicrobiana a trimetoprim sulfametoxazol 32 Un estudio realizado 

por el Alexander Project en el periodo de 1996 a 1997 reporta datos de 

susceptibilidad antimicrobiana encontrados en cepas mexicanas reportando 25% 

de producción de 13 lactamasas y 25% de resistencia a trimetoprim sulfametoxazol. 

29 
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3. Parte experimental 
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3.2 MATERIAL 

3.2.1. MATERIAL BIOLÓGICO 

a) 100 cepas de Haemophilus sp aisladas de pacientes atendidos en el 

Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias que presentaron 

cuadros clínicos de diferentes enfermedades respiratorias. 

b) Cepa de Haemophilus influenzae ATCC (American type culture 

collection) 10211 como control de crecimiento. 

c) Cepa de Haemophi/us influenzae ATCC 49766 como control de calidad 

en pruebas de susceptibilidad a antibióticos (cefaclor y cefuroxima). 

d) Cepa de Haemophilus influenzae ATCC 49247 como control de calidad 

en pruebas de susceptibilidad a antibióticos (ampicilina, amoxicilina I ác. 

clavulánico, ceftriaxona, claritromicina, ofloxacina y trimetoprim I 

sufametoxazol). 

e) Cepa de Escherichia coli ATCC 35218 como control de calidad en 

prueba de susceptibilidad antimicrobiana a amoxicilina - ác. clavulánico 

f) Cepa de Staphy/ococcus aureus ATCC 29213 para prueba de 

satelitismo. 

g) Cepa de Haemophilus innuenzae ATCC 10211 para control de 13 -

lactamasa negativa. 

h) Cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 para control de 13 -

lactamasa negativa. 
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3.2.2. MEDIOS DE CULTIVO. 

a) Comerciales 

Placas preparadas de gelosa chocolate marca BBL 

Placas preparadas de gelosa sangre marca BBL 

Placas preparadas de agar Thayer Martin marca BBL 

b) Preparadas 

Caldo HTM este medio se preparo en el laboratorio con los siguientes 

componentes: 

i. Caldo Mueller Hinton BBL 21g/L 

ii. Hematina SIGMA 15µg/ml 

iii. NAO SIGMA 15µg/ml 

iv. Extracto de levadura BBL 5mg/ml 

Preparación: 

i. Solución stock de hematina. Se pesaron 50 mg de polvo de hematina 

y se disolvieron en 100 ml de NaOH 0.01 N (0.01 mol/L), se calentó 

y agitó hasta que el polvo se disolviera. 

ii. Solución stock de NAO. Se pesaron 50 mg de NAO y se disolvieron 

en 1 O ml de agua destilada, se esterilizó por filtración. 

iii. 30 ml de solución stock de hematina se adicionaron a un litro de 

caldo Mueller Hinton con 5 gr de extracto de levadura. Se 

esterilizaron en autoclave. 

iv. Se adicionó asépticamente 3 ml de solución stock de NAO. 
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Agar HTM este medio se preparo en el laboratorio con los siguientes 

componentes: 

v. Agar Mueller Hinton BBL 21glL 

vi. Hematina SIGMA 15µglmL 

vii. NAO SIGMA 15µglmL 

viii. Extracto de levadura BBL 5mglmL 

Preparación: 

v. Solución stock de hematina. Se pesaron 50 mg de polvo de hematina 

y se disolvieron en 100 mL de NaOH 0.01 N (0.01 mol/L), se calentó 

y agitó hasta que el polvo se disolviera. 

vi. Solución stock de NAO. Se pesaron 50 mg de NAO y se disolvieron 

en 10 mL de agua destilada, se esterilizó por filtración. 

vii. 30 mL de solución stock de hematina se adicionaron a un litro de 

agar Mueller Hinton con 5 gr de extracto de levadura. Se esterilizaron 

en autoclave. 

viii. Se adicionó asépticamente 3 mL de solución stock de NAO. 

ix. Se envasó en placas petri (20 mL por placa) 

c) Agar lndol - Nitrito. (polvo para hidratar) 

Se suspendieron 25 gr del polvo en 1 litro de agua destilada, se 

homogeneizó y agregó 2 gr de agar, se calentó hasta disolver el medio y 

distribuirlos en tubos esterilizar a 121ºC durante 15 min. 
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3.2.3. REACTIVOS. 

a) Equipo de Gram SSA 

b) Peróxido de hidrogeno al 3%. 

c) Reactivo de Erlich SSA. 

d) Solución salina al 0.45 % bioMérieux 

e) Antisueros polivalentes y monovalentes a - f DIFCO 

f) Tarjetas NHI (Sistema VITEK) 

g) Cloruro de calcio. 

h) Cloruro de magnesio 

3.2.4. AGENTES ANTIMICROBIANOS. 

Sales 

i. Amoxicilina sódica 

ii. Clavulanato litio 

iii. Ampicilina 

iv. Cefuroxima 

v. Cefaclor 

vi. Ceftriaxona 

vii. Claritromicina 

viii. Ofloxacina. 

ix. Trimetoprim 

x. Sulfametoxazol 

bioMérieux 

MERCK 

MERCK 

Smith Kline Beecham 

Smith Kline Beecham 

Bristol Myers Squibb 

Glaxo Wellcome 

Eli Lilly 

Roche 

Abbott 

Cilag 

Roche 

Roche 
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Sensidiscos 

i. Amoxicilina /ác. Clavulánico BBL 

ii. Ampicilina BBL 

iii. Cefuroxima BBL 

iv. Cefaclor BBL 

v. Ceftriaxona BBL 

vi. Claritromicina BBL 

vii. Ofloxacina. BBL 

viii. Trimetoprim I Sulfametoxazol BBL 

ix. Discos de cefinasa BBL 

3.2.5. MATERIAL DIVERSO 

a) Placas para microtitulación de 96 pocillos 

b) Micropipeta multicanal 30 - 300 µI 

c) Micropipeta 50 - 200µ1 

d) Micropipeta 5 - 40µ1 

e) Portaobjetos de vidrio esmerilados. 

f) Puntas para micropipeta. 

g) Contenedores con 25 m 1 de capacidad aproximadamente. 

h) Tubos de transferencia { sistema VITEK ) 

i) Pipetas Pasteur 

45 



3.3. METODOLOGIA 

3.3.1. RECUPERACIÓN DE LAS CEPAS. 

Se descongelaron las 100 cepas y las cepas ATCC a temperatura 

ambiente, se sembraron para su aislamiento en placas de gelosa chocolate14
• Se 

resembraron por 3 días consecutivos (3 pases) para que la cepa estuviera viable 

y expresara el metabolismo bioquimíco y patrón de susceptibilidad antimicrobiana 

que tenía antes de congelar. 

3.3.2. IDENTIFICACIÓN. 

3.3.2.1. PRESUNTIVA 

i. Frotis y tinción de Gram. (Ver apéndice) Se debieron observar 

cocobacilos pleomorficos Gram negativos para que se tratara 

presuntivamente del género Haemophilus. 

ii. Prueba del Satelitismo. Se sembró la cepa problema por aislamiento 

en una placa de gelosa sangre de carnero, usando un asa de 

inoculación se hizo una sola estria de Staphylococcus aureus ATCC 

24213. Una prueba positiva se consideró cuando hubo crecimiento 

únicamente en la zona de hemólisis causada por la cepa de 

Staphy/ococcus aureus. 

3.3.2.2. MICROSISTEMAVITEK. (DEFINITIVA) 

Se realizó conforme a las especificaciones del proveedor. Ver Apéndice 

Se realizaron las siguientes pruebas adicionales: 
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i. Prueba de indol la cual se realizó inoculando la cepa problema en 

medio lndol-nitritos por 24 horas y revelando con reactivo de Ehrlich, 

una coloración rojiza indicó que la prueba era positiva. 

ii. Crecimiento en Thayer Martin el cual se realizó inoculando una placa 

de Thayer Martin, crecimiento en tal medio indicó que la prueba era 

positiva, esta prueba fue requerida por el sistema VITEK .. 

iii. Prueba de catalasa se realizó tomando una colonia de la cepa y se 

coloco en una gota de peróxido de hidrogeno al 3%, la liberación de 

oxigeno en forma de burbujas indicó que la prueba era positiva. 

Una vez que se contó con todos los resultados con ayuda del programa NHI 

Vitek nos proporcionó la identificación del microorganismo (Haemophilus 

influenzae) además del biotipo, junto con el nivel de confiabilidad del 

resultado. 

3.3.2.3. SEROTIPIFICACIÓN. 

i. Se marco el portaobjetos con el número de la cepa 

ii. Se colocó una gota de cada antisuero (polivalente y movalentes (a

f)) y una gota de solución salina al 0.45 % de modo que este sirvió 

como control negativo. 

iii. Se agregó una gota de una suspensión de la cepa hecha en solución 

salina a cada gota de suero. 

iv. Se mezclo e interpretó resultados después de 1 minuto. 

Una aglutinación positiva en el antisuero polivalente y en uno de los 

serotipos individuales, con una bioquímica adecuada, confirmó el serotipo 

de Haemophilus influenzae. 
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3.3.3. MÉTODOS DE SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA 

3.3.3.1. CONCENTRACIÓN MINIMA INHIBITORIA (CM1)68 

i. Se colocó en cada pocillo 50 µI de caldo HTM con la micropipeta 

multicanal. 

ii. A la columna 1 y 2 se les agregó 50µ1 del antibiótico correspondiente. la 

concentración fue 4 veces mayor que la concentración más alta por 

ejemplo para ampicilina fue de 512 µg/ml. 

iii. Se mezcló a partir de la columna 2 y se comenzó a diluir pasando 50µ1 

del pozo 2 al 3, del 3 al 4 y así sucesivamente hasta el pocillo 11, del 11 

se tomaron 50µ1 y se desecharon, de manera que la placa quede como 

indica el cuadro No. 1 

iv. Se preparó una suspensión al No.0.5 de Mac Farland en solución salina 

al 0.45 % y esta se diluyo en un tubo con 1 O mL de medio HTM para 

obtener una concentración de 5 X 105 
, se inocularon de los pocillos 2 al 

12. 

v. La columna 1 sirvió como control negativo y la columna 12 como control 

positivo. 

vi. La CMI de cada cepa se realizó por duplicado 

vii. Cada vez que se realizó la prueba se realizó también una prueba para 

cada una de las cepas control ( Haemophilus influenzae ATCC 49766, 

ATCC 49247 y Escherichia coli ATCC 35218 ). 
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Cuadro No. 1 Esquema de las diluciones empleadas en la prueba de microdilución 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 Antibiótico 

A 8/4 4/2 2/1 1/0.5 0.5/0.125 0.125/0.06 0.06/0.03 0.03/0.016 o.o 16/0.008 0.008/0.004 Amo1icilina/ácido 

clavulanico 

-B 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.061 Ampicilina 

e 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.016 0.008 Cefuro1ima 

(') (') 
o o - :::1 16 0.5 0.25 0.06 0.03 :::1 Cefador D .. 8 4 2 1 0.125 .. ., ., 
o o - -

1-

E :::1 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 
.,,, 

Ceftriaxona n o 
!JO 11> 

"' -· .. .. -· - -· < F < 32 16 8 4 2 1 0.5 0.25 0.125 0.06 o Claritromicina o 

1-

G 0.5 0.25 0.125 0.06 0.03 0.016 0.008 0.004 0.002 0.001 OR0111cina 

-11 16/304 81152 4176 2138 1/19 0.519.5 0.25/1.75 0.125/2.37 0.06/1.185 0.03/0.59 Trimetopriml 

sullilmeto111ZOI 



viii. La cepa de Haemophi/us influenzae ATCC 10211 únicamente fue un 

control de crecimiento para el control de calidad del medio ya que esta 

cepa requiere altas concentraciones de factor X para su desarrollo. 

ix. El valor de CMI fue la menor concentración del agente antimicrobiano 

que inhibió completamente el crecimiento del microorganismo en el 

pocillo detectado a simple vista. Se determinó el valor del CMI de 

acuerdo a una serie de categorías interpretativas para cada 

microorganismo definiendo el nivel de susceptibilidad antimicrobiana a 

cada antimicrobiano, el cuadro No. 2 indica los valores de interpretación 

para Haemophilus influenzae . 

Cuadro No. 2. Valores de interpretación estándar CMI (µg/ml). 119 

Ampicilina <=1 2 >=4 

Amoxicilina ac. clavulánico <=4/2 >=8/4 

Cefuroxima <=4 8 >=16 

Cefaclor <=8 16 >=32 

Ceftriaxona <=2 

Ofloxacina <=2 

Claritromicina <=8 16 >=32 

Trímetoprim./sulfametoxazol. <=0.5/9.5 1/19-2/38 >=4n6 
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3.3.3.2 Prueba de difusión en agar (Kirby Bauer)68 

l. Se tomaron de 4 a 5 colonias de un cultivo puro a partir de una placa de 

agar chocolate (cultivo de 18 a 24 hrs.) con un asa 

11. Se transfirieron a un tubo que contenia de 4 a 5 mL de solución salina al 

0.45%. 

111. Se agitaron en el vortex para resuspender totalmente las colonias. 

IV. Se ajustó la turbidez a 0.5 de Mac Farland con el nefelómetro. 

V. Se sumergió un hisopo de algodón, no toxico, estéril, en la suspensión de 

inoculo y se rotó varias veces, ejerciendo una presión firme sobre las 

paredes internas del tubo para quitar el exceso del líquido. 

VI. Se inoculó la superficie seca de la placa de agar HTM, a temperatura 

ambiente, pasando el hisopo 3 veces por toda la superficie del agar, 

rotando la placa aproximadamente 60º para asegurar una distribución 

pareja del inoculo. Se esperaron 3 a 5 minutos, pero no más de 15 para 

que la superficie del agar se secara, antes de colocar los discos de 

antibióticos. 

VII. Se colocaron los discos impregnados con el antimicrobiano adecuado 

sobre la superficie del agar mediante una pinza o dispensador multidisco. 

Se presionaron con suavidad los discos sobre el agar para permitir un 

contacto uniforme, por que parte de la droga difunde casi inmediatamente. 

Los discos tuvieron una distribución pareja sobre el agar, de modo que 

estuvieran separados por no menos de 4 cm de centro a centro. Se 

invirtieron las placas e incubaron por 16 a 18 horas a 35ºC en atmósfera 

de 5%de C02. 
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VIII. Se leyó el diámetro de inhibición para cada antimicrobiano y clasificarlo 

como susceptible, intermedio o resistente de acuerdo al cuadro No. 3 

Cuadro No. 3. Valores de interpretación estándar diámetro (mm.) 119 

Ampicilina <=18 19-21 >=22 

Amox./ác. clavulánico <=19 >=20 

Cefuroxima <=16 17-19 >=20 

Cefaclor <=16 17-19 >=20 

Ceftriaxona >=26 

Ofloxacina >=16 

Claritromicina . <=10 11-12 >-13 
•.· 

Trimetoprim./sulfametoxazol. <=10 11-15 >=16 

3.3.3.3. PRUEBA DE DETECCIÓN DE 13 - LACTAMASA 

l. Se dispensó un disco en un portaobjeto 

11. Se humedeció el disco con una gota de agua estéril 

111. Con un aplicador estéril se removió una colonia sospechosa bien aislada 

y se extendió en la superficie del disco. 

IV. Se observar el cambio de color 

V. Una coloración roja indicó la presencia de la enzima 13 - lactamasa. 
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4. RESUL TACOS 

El 30 % de los pacientes con aislamientos de H. influenzae correspondió a 

pacientes mayores de 60 años seguido por los de 46 a 60 años (20%) y de 3 a 5 

años (14%) en menores proporciones se distribuyeron de 6 a 45años (31%) y de 

O a 2 años (5%). Figura 1. 

El 28% de los aislamientos de H. influenzae provenía de pacientes con 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica, mientras que el 16% presentó 

neumonía, 12% y 11 % correspondieron a pacientes con asma y tuberculosis 

pulmonar, en menor proporción pacientes con cáncer pulmonar, fibrosis quistica, 

estenosis traqueal, HIV y derrame pleural. Figura 2. 

La mayor parte de las cepas aisladas correspondieron a cepas de H. 

influenzae no tipificables en un 47%, cepas serotipo b en 35%) solo 6% de las 

cepas fueron serotipo a, 5% serotipo c, 3 % serotipo e y 2% serotipo f y d. Figura 3 

Los biotipos más frecuentes fueron el 111 en un 36% y 11 en un 34%, solo 

13% fueron biotipo 1, 10% biotipo V, el 7% restante correspondieron a los biotipos 

IV, VI, VII y VIII. Figura 4. 

16 cepas de H. influenzae fueron serotipo b con biotipo 11, a si mismo se 

encontraron 23 cepas no tipificables biotipo 111. Tabla 1. 

De las 55 cepas de H. influenzae aisladas de expectoración 43 

correspondieron a los biotipos 11 y 111, asi como de los 30 lavados bronquiolo 

alveolares 20 fueron biotipo 11 y 111, las 15 muestras de exudados faríngeos se 

distribuyeron entre los biotipos 1 al IV. Tabla 2. 
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Las muestras de expectoración, lavados bronquiolo alveolares y exudados 

faringeos se distribuyeron principalmente en el serotipo b y cepas no tipificables. 

Tabla 3. 

Las cepas provenientes de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva 

crónica se vieron principalmente distribuidas en cepas no tipificables (39%) y 

serotipo b (32%), el 11% fueron serotipo e, 7% serotipo a y c y solo 4% serotipo d. 

Mientras que las cepas provenientes de pacientes con diagnostico de neumonla 

solo se distribuyeron en cepas no tipificables (62%) y serotipo b (38%). Figura 5. 

La distribución de biotipos en cepas provenientes de pacientes con 

enfermedad pulmonar obstructiva crónica fue del 43% para biotipo 111 y 36% 

biotipo 11, sólo el 7% fueron biotipo 1 y el restante 14% se distribuyó entre los 

biotipo IV al VIII. Para aislados de pacientes con neumonía el 44% correspondió a 

biotipo 11 de igual forma que al biotipo 111, el 6% fueron biotipo 1 y el restante 6% 

correspondieron a los biotipos IV al VIII. Figura 6. 

Dos métodos para determinar la susceptibilidad antimicrobiana se probaron 

a 8 agentes antimicrobianos contra H. lnfluenzae, estos fueron el método de 

microdilución en caldo y el método de difusión en agar ambos basados en la 

normativa NCCLS. Para determinar la concordancia de ambos métodos se 

empleó la estadística Kappa encontrándose para todos los antibióticos 

concordancia mayor o igual a 0.8, el trimetoprim sulfametoxazol fue el que menor 

concordancia presentó (0.8), ampicilina, cefaclor, ceftriaxona y claritromicina 

tuvieron concordancia de 0.9%, mientras que amoxicilina I ác. clavulánico, 

cefuroxima y ofloxacina mostraron concordancia de 1.0. Las consideraciones para 

interpretar si la concordancia que hay entre dos métodos es aceptable o no es 
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bajo los siguientes intervalos: 0.8 - 1 excelente, 0.7 - 0.8 moderada y <=0.6 no 

satisfactorio, por lo que la concordancia entre ambos métodos fue excelente. 

Tabla 4. 

La concordancia categórica entre ambos métodos también fue determinado, 

el trimetoprim sulfametoxazol presentó 90% de acuerdo categórico con 4 errores 

menores 4 errores mayores y 2 errores críticos, claritromicina tuvo 93% (2 errores 

menores, 4 mayores y 1 crítico) al igual que cefaclor (3 errores menores, 3 

mayores y 1 crítico), ceftriaxona presentó 94% con 6 errores mayores, ampicilina 

mostró 97% de acuerdo categórico con 1 error mayor y 2 errores críticos, solo 

amoxicilina ác clavulánico, ofloxacina y cefuroxima no presentaron errores y 

tuvieron 100% de acuerdo categórico. Se definió cuales eran errores menores, 

mayores o críticos en base a las siguientes consideraciones: errores menores: 

susceptibles o resistentes con el método de difusión en agar e intermedio por el 

método de microdilución en caldo o intermedio con el método de difusión en agar 

y resistente o sensible por el método de microdilución en caldo, errores mayores: 

resistentes con el método de difusión en agar y sensible con el método de 

microdilución en caldo. errores criticas: susceptibles con el método de difusión en 

agar y resistentes con el método de microdilución en caldo. Tabla 5. 

Las cepas productoras de p-lactamasa fueron principalmente serotipo b 

(10/22) seguidas por las cepas no tipificables.(9/22), solo 1 cepa fue serotipo a, 1 

serotipo c y 1 serotipo e. Tabla 6. 

Por lo que respecta a la relación que existe entre las cepas productoras de 

p-lactamasa en relación a su biotipo se distribuyeron de igual forma entre los 
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biotipos 11 y 111, solo 2 cepas fueron biotipo 1 y las 2 cepas restantes se encontraron 

entre los biotipo IV al VIII. Tabla 7. 

Ocho agentes antimicrobianos se probaron para H. influenzae siendo el de 

mayor resistencia antimicrobiana trimetoprim sulfametoxazol (61 %), ampicilina 

solo presentó 78 % de sensibilidad antimicrobiana, claritromicina y cefaclor 

presentaron 97% de sensibilidad antimicrobiana, mientras que amoxicilina I ác. 

clavulánico mostró 99%, cefuroxima, ceftriaxona y ofloxacina presentaron 100% 

de sensibilidad antimicrobiana. Figura 8. 

Trimetoprim sulfametoxazol y ampicilina a pesar de que mostraron CIMso 

muy pequeños de 0.125 y 0.25 µg/ml respectivamente su CIMso es mucho mayor 

que el de los demás antibióticos 16 µg/ml, cefaclor también requiere de 

concentraciones altas para inhibir el 90% de las cepas 8 µg/ml, claritromicina 

requiere de 2 y 4 µg/ml para inhibir el 50 y 90% de las cepas ensayadas, los 

antimicrobianos que presentaron mejor actividad fueron amoxicilina I ác. 

clavulánico, cefuroxima y ceftriaxona. Figura 9. 

Al comparar la actividad de ampicilina comparada contra amoxicilina I ác 

clavulanico se observó un desplazamiento del CIM de ampicilina hacia valores 

mayores en comparación a los obtenidos por amoxicilina ácido clavulánico. Figura 

10. 

Tres cefalosporinas: cefaclor de segunda generación, cefuroxima y 

ceftriaxona de tercera generaciones incluyeron en este estudio, siendo ceftriaxona 

la que presentó mayor actividad antimicrobiana al desplazar su curva de inhibición 
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hacia la izquierda asimismo la que posee menor actividad es el cefaclor ya que se 

desplaza su curva de inhibición hacia CIM mayores. Figura 11. 

Lo anteriormente mencionado se observó también al graficar el número de 

cepas inhibidas a cada concentración del antibiótico observándose de igual forma 

el desplazamiento de ceftriaxona hacia concentraciones menores y el del cefaclor 

hacia concentraciones mayores. Figura 12. 

La excelente actividad de la ofloxacina fue evidente al graficar el número de 

cepas inhibidas por cada concentración del antibiótico ya que requiere de 

cantidades muy pequeñas (0.031µg/ml) para inhibir la totalidad de las cepas, 

mientras que claritromicina requiere hasta de concentraciones de 32µg/ml para 

inhibirlas, trimetoprim sulfametoxazol al igual que claritromicina requiere de 

cantidades de antibiótico muy altas para inhibir el 100% de las cepas. Figura 13. 

Al comparase el CIMso y el CIM oo para los 8 antimicrobianos de acuerdo a 

si la cepa produce o no p-lactamasa, se observó que esta enzima sólo influye a la 

ampicilina ya que se requirió 128 veces más antibiótico para inhibir las cepas 13-

lactamasa positiva que las cepas p-lactamasa negativa situación que no se 

observó con los demás antimicrobianos. Tabla 8. 

La acción del ácido clavulánico en combinación con amoxicilina fue 

evidente al comparar las gráficas de ampicilina y amoxicilina ácido clavulánico de 

cepas productoras y no productoras de p-lactamasa ya que el desplazamiento que 

ocurrió con ampicilina no sucedió con amoxicilina ácido clavulánico. Figura 13. 

La actividad antimicrobiana de cefaclor, cefuroxima y ceftriaxona no se vió 

influenciada por la presencia o ausencia de ¡3-lactamasa tal como se observa al 
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graficar el porcentaje acumulado de inhibición contra la concentración inhibitoria 

mínima. Figura 14. 

Aunque al asociar la actividad de los 8 agentes antimicrobianos con la 

ausencia o presencia de cápsula pareciera indicar que las cepas serotipo b fueran 

más resistentes a trimetoprim sulfametoxazol que las cepas no tipificables y los 

serotipos a, c-f, situación que no sucedió con los demás antibióticos, este no fue 

estadísticamente significativo. Tabla 10 

Lo mismo sucedió al relacionar la actividad de los antibióticos con su biotipo 

pareciera que los biotipos IV al VIII fueran más susceptibles a trimetoprim 

sulfametoxazol que los demás biotipos sin embargo este evento no fue 

estadísticamente significativo. Tabla 11. 

Tabla No. 1. Distribución de serotipos por biotipos 

A 2 2 o o o o 6 

B 4 16 6 2 5 o 35 

C-F 4 3 5 o o o o o 12 

NO TIPIFICABLE 4 13 23 4 o 47 

TOTAL 13 34 36 3 10 2 100 

59 



Tabla No. 2. Distribución de los biotipos por origen de la muestra 

Expectoración (SS) 2 3 o o 

LBA (30) 5 11 9 3 o o 
Exudado faríngeo (15) 2 4 3 4 o o 

Tabla No. 3. Distribución de los serotipos por origen de la muestra 

;':~~J<-: 
': ' ~ 

Expectoración (55) 18 4 2 3 

LBA (30) 3 11 o o 

Exudado faríngeo (15) 2 6 o o o o 

Tabla No. 4. Concordancia de sensibilidad antimicrobiana por difusión en 
agar y microdilución en caldo 

~~~~:~~>I:A..i:itl~il>.~.i~~; : ··:.: {8i~ ,~~ ~!!Íp¡_>r(' 
Ampicilina 0.9 

AMC. 

Cefaclor 0.9 

Cefuroxima 1 

Ceftriaxona 0.9 

Claritromicina 0.9 

SXT o.a 
Ofloxacina 

26 

14 

7 ·. 
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Tabla No. 5. Concordancia categórica del método de microdilución en caldo 
y el método de difusión en agar 

.~~-:~~~t~.~~:-~~~~~~!i~~~~~~·.,rr~r~~~~&I~ 

~~~~l~§ t1i~&.~~~$ 
Ampicilina o 2 97 

AMC o o o 100 

Cefaclor 3 3 1 93 

Cefuroxima o o o 100 

Ceftriaxona o 6 o 94 

Claritromicina 2 4 1 93 

SXT 4 4 2 90 

Ofloxacina o o o 100 

Tabla No. 6. Asociación de producción de J3-lactamasa con la distribución de 
serotipos 

A(6) 5 

B (35) 25 10 

e (5) 4 1 

D (2) 2 o 
E (3) 2 

F(2) 2 o 
NO TIPIFICABLE 38 9 

TOTAL 78 22 
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Tabla No. 7. Asociación de producción de p-lactamasa con la distribución de 
biotipos 

1 (13) 11 2 

11 (34) 25 9 

Ill (36) 27 9 

IV - VIII (17) 15 2 

TOTAL 78 22 

Tabla No. 8. CIM 50 y CIM 90 de acuerdo a la producción de P-lactamasa . 

. ''· }\(¿.!;:> .. \'/;.,·.¡ic)1(p;,L.Aci~MÁS,A·\: ¡~..;'~}');,~:;: <i:)k\>:'C 

Ampicilina 

AMC 

Cefaclor 

Cefuroxima 

Ceftriaxona 

Claritromicina 

SXT 

Ofloxacina 

· ·•• : .. ;.?z.~;z~~~1~~~~:·~~.2,ft;~;;,1x) :if':j;~e~~u:1Ytt<.r,~;~~;,:~ 
·· :i''::c;;1.M lfSf,'á~< ~z:S~il't/l .. 'eó::fa'.~ 'E~iP•.r...1.11}·~:1i ,~:¡;/e;~~·¡,\'~ 

0.125 0.250 '16 32 

0.250 0.5 0.250 2 

2 4 4 8 

0.250 1 0.250 1 

0.008 0.250 0.008 0.250 

2 4 2 8 

0.125 8 4 16 

0.001 0.016 0.001 0.031 

62 



Tabla No. 9. Actividad de 8 agentes antimicrobianos para H. influenzae por 
serotipo. 

~; ;~~~1t~~~:~~~it· ~,}~1;~tf Pr~;~~~-'.~~filf:~~~ ~l~~t1~i:~;;~~}~j.;f¡~· f ti1.t~~,i;(~~~;:ikf ¡~,~ 
:~·~~-~~~~~'~t~fi:~+:.~. ~¿~~-~l~~J~~ );:~~,.~~~}f~ .~J~§.~º:1i:~ ~~~;1~~~;~~€· t~}.~~~:1~ ;}~~;;~~~~: 

Ampicilina 65.7 34.3 80.9 19.1 83.3 16.7 

AMC 100 o 97.8 2.2 100 o 

Cefaclor 97.1 2.9 95.7 4.3 100 o 

Cefuroxima 100 o 100 o 100 o 

Ceftriaxona 100 o 100 o 100 o 

Claritromicina 94.2 5.8 97.9 2.1 100 o 

SXT 60 40 68.1 31.9 44.4 55.6 

OOoxacina 100 o 100 o 100 o 

P<0.05 

Tabla No. 10. Actividad de 8 agentes antimicrobianos para H. influenzae por 
biotipo 

··:i -~t~'::t:i}¡~~ ;~I~fff:3~~~}~~ i ~~t~ft~~;!!;:~~'f0!:~ J}:r~:Ji;~~,;~.fü~;i: {'t3~f;;~l~ 
:/:~~~i~ió_~t.~~J?.: ~t."$.:?:t ~~:;~t(~f 1~~r~~Y~· ·~~ª·s~ ~i~~~;.~ .:~~~ª~ff~· ;J_.~~(;' .. ~ \~~ij.J 

Ampicilina 100 o 67.6 32.4 75 25 88.2 11.8 

Amox. elav. 100 o 97.1 2.9 100 o 100 o 
Ccfaclor 100 o 97.1 2.9 94.4 5.6 100 o 

Ccfuroxima 100 o 100 o 100 o 100 o 
Ceftriaxona 100 o 100 o 100 o 100 o 

Claritromicin 100 o 91.2 8.8 100 o 100 o 
Trim. sulf 69.2 30.8 44.1 55.9 58.3 41.7 94.1 5.9 

OOoxacina 100 o 100 o 100 o 100 o 

P<0.05 
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5.DISCUSIÓN 

La distribución de la edad de los pacientes en quienes se aislaron las 100 

cepas ensayadas en este estudio. difiere de la mayorfa de los estudios 

previamente reportados. Haemophilus influenzae ha sido considerado como causa 

de infecciones poco frecuentes en adultos 18
•
28

•
81

• La gran parte de los reportes 

encontrados en la literatura, no mencionan la edad de los pacientes de los cuales 

fueron aisladas las muestras y de los pocos que si lo hacen son de estudios 

realizados en niños. Sin embargo, Doern 11 describió en 1997 23 60.7% de cepas 

aisladas de H. influenzae de adultos dónde 37.3% fueron mayores de 50 años, en 

1998 cerca del 42% de su población fueron adultos, siendo un 24.3% mayor de 50 

años, Jacobs 43 en 1999 reportó un 55.4% de aislamientos de H. influenzae en 

adultos de ellos 16.6% fueron mayores de 60 años. Los estudios realizados en 

México se aplicaron a la población infantil generalmente menores de 5 años, 

mientras que, la mayor parte de las cepas de H. influenzae estidiadas provienen 

de adultos (65%), además de que el 30% del total de cepas son de adultos 

mayores de 60 años; sin embargo esto puede ser efecto de un sesgo institucional 

y de muestreo. Estos datos demostraron que en la población estudiada es de 

relevante importancia el aislamiento de esta bacteria ya que la mayorfa de los 

diagnósticos asociados al aislamiento de H. influenzae fue enfermedad obstructiva 

crónica y neumonía, este patógeno sólo fue de importancia médica cuando se 

trató de una enfermedad invasiva ya sea meningitis o sepsis, o cuando se trató de 

una infección respiratoria o de un paciente con deficiencias inmunológicas. 

La distribución de Haemophilus influenzae en serotipos fue considerado de 

importancia para determinar la patogenicidad de este microorganismo89
·
7º·12

• el 
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serotipo b fue considerado patógeno debido a que generalmente fue asociado a 

enfermedades invasivas, comúnmente a meningitis; sin embargo, también en 

países desarrollados tales como Estados Unidos67
·
6 este serotipo fue 

prácticamente erradicado gracias a la vacuna empleada dando entonces más 

importancia a las cepas de H. inf/uenzae no tipificables que fueron generalmente 

asociados a patologías no invasivas aunque la situación en México fue diferente 

ya que la vacunación contra H. inf/uenzae serotipo b (Hib) tiene aproximadamente 

4 años de introducida al esquema nacional de vacunación y a diferencia de otros 

países en este trabajo se observó que existe un alto porcentaje de aislamiento de 

Hib (35%) en pacientes con padecimientos no invasivos (neumonía y enfermedad 

pulmonar obstructiva crónica), incluso en aislamientos de pacientes que se 

podrían considerar como portadores, ya que de muestras de exudados faringeos 

en pacientes asintomáticos, el 40% de los Haemophilus aislados fueron serotipo b. 

La distribución de serotipos por origen de la muestra no mostró variaciones 

significativas de un tipo de muestra a otra, siendo considerada de mayor 

importancia los lavados bronquiolo alveolares por ser una muestra más 

representativa de cuadros clínicos respiratorios, en los tres tipos de muestras la 

prevalencia del seroripo b es mayor al 30%. La epidemiología mundial de 

Haemophilus influenzae no tipificable muestra que este se aísla en más del 72% 

de muestras respiratorias 11
•
27 a diferencia del presente trabajo donde el 

aislamiento de este patógeno fue del 46%, por lo anteriormente expuesto 

podernos considerar que la importancia de H. influenzae serotipo b y de una no 

tipificable fue relevante ya que ambas se asociaron a infecciones respiratorias. 
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La biotipificación para Haemophi/us influenzae fue utilizada para fines 

epidemiológicos aunque es diferente la importancia que en la serotipificación. Los 

biotipos que en la literatura se encontraron reportados en aislamientos 

respiratorios más frecuentes fueron el biotipo 11 y 111 1
•
35 lo que coincidió con los 

resultados que aquí se informan. A diferencia de la distribución de serotipos por 

origen de la muestra, se observaron diferencias debido a que las aislamientos 

obtenidos de expectoración y lavados predominantemente fueron biotipo 11 y 111, 

mientras que para los obtenidos de exudados faríngeos fueron distribuidos en 

cuatro grupos el 1, 11, 111 y IV, como anteriormente se mencionó los aislamientos de 

exudados faringeos provinieron de portadores asintomáticos. Por lo que una 

conclusión fue que los biotipos 11 y 111 son relacionados con patologías respiratorias 

ya que las muestras de expectoración y lavados bronquioloalveolares provinieron 

de pacientes con alguna enfermedad pulmonar, con esto podríamos considerar tal 

vez de mucha utilidad el reportar los aislamientos no sólo a nivel especie sino 

también su biotipo. En este estudio también se relacionó la clasificación de 

serotipos por biotipos y se conoció el serotipo de la cepa y el biotipo perteneciente 

y de esto podriamos decir que la mayoría de los aislamientos serotipo b 

pertenecieron al biotipo 11 mientras que los aislamientos no tipificables fueron 

generalmente biotipo 111, esto difiere notablemente de lo reportado por Albritton 1 ya 

que el reportó que los aislamientos serotipo b fueron asociados con el biotipo 1 y 

los no tipificables con el 11, esto debido quizá la diferencia es que el trabajo 

consideró aislamientos invasivos y no invasivos. 

Al realizar la prueba de concordancia de los 2 métodos para la determinación 

de la susceptibilidad antimicrobiana utilizados mediante la prueba de kappa se 
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demostró que ambos métodos (difusión en agar y microdilución en caldo) 

presentaron una excelente concordancia; sin embargo, para trimetoprim 

sulfametoxazol se presentó una concordancia menor (0.8) esto se debe 

probablemente a que algunas cepas presentaron un doble halo de inhibición con r 

lecturas de falsa resistencia antimicrobiana a trimetoprim sulfametoxazol. 

Diversos artículos mencionan la causa por la cual antibióticos como los 

macrolidos presentan diferencias al ser probadas por diversas técnicas de 

susceptibilidad la más comentada es que esto es debido a las condiciones de 

incubación ya que mientras en la técnica de microdilución en caldo la incubación 

fue en atmósfera normal; la técnica de difusión en agar se hace en atmósfera de 

5% de C02 , se sabe muy bien que la actividad de los macrolidos se ve afectada 

por la presencia del C02 ya que este acidifica el medio disminuyendo la actividad 

del antibiótico, esta puede ser la causa por la cual la Kappa obtenida sea de 0.9 y 

que la resistencia antimicrobiana a este macrólido por la técnica de difusión en 

agar se vió ligeramente incrementada51
•
56

·
30

•
6

·
74

• 

Por lo que respecta a la concordancia categórica a los antimicrobianos, fue 

mayor al 90%, siendo nuevamente el de menor acuerdo categórico trimetoprim 

sulfametoxazol. Los errores de mayor importancia a considerar fueron los errores 

criticos de los cuales para claritromicina, cefaclor, trimetoprim sulfametoxazol y 

ampicilina. 

Todos los resultados de susceptibilidad antimicrobiana fueron analizados de 

acuerdo a los datos obtenidos por la técnica de microdilucióin en caldo. La 

resistencia antimicrobiana entre aislamientos clínicos de Haemophilus influenzae 

es un problema presente de incremento constante. Los resultados de diversas 
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publicaciones sugieren que la resistencia a arnpicilina mediada por 13 lactarnasas 

entre estos aislamientos se incrementó notablemente. En E.U. hacia 1976 sólo se 

reportaban 4.6% de cepas productoras de p lactarnasa mientras que, en 1997 ya 

existía un incremento en la producción de p lactamasa de 41.6%. En México, el 

porcentaje de cepas productoras de 13 lactamasa es menor entre un 14 y un 26%, 

el presente trabajo reportó una producción de p lactamasa del 22%. 

Este estudio presentó que el 28.5% de las cepas serotipo b y 19.1 % de cepas 

no tipificables son productoras de 13 lactamasa; mientras que de las cepas biotipo 

11, 26.5% y 25% biotipo 111fueron13 lactamasa positiva; por lo cual podernos asumir 

que la producción de 13 lactamasa no esta asociada al serotipo o biotipo al que 

pertenezcan. Presumiblemente podemos sugerir que las cepas 13 lactamasa 

positiva de H. influenzae producen una 13 lactamasa tipo TEM-1 debido a que el 

disco de nitrocefina usado es capaz de detectar la actividad de esta enzima 

mientras que es incapaz de detectar la enzima tipo ROB que también confiere 

resistencia a ampicilina. La resistencia a ampicilina entre H. influenzae en 

ausencia de la enzima tipo TEM-1 es poco común, en los H. influmzae que se 

trabajaron no se detectó la presencia de cepas resistentes a ampicilina 13 

lactamasa negativa. 

Una sola cepa 13 lactamasa positiva ampicilina resistente presentó resistencia a 

amoxicilina clavulanato, lo cual nos podria sugerir que esta cepa presentó 2 

mecanismos de resistencia ampicilina el primero por acción de la 13 lactamasa 

TEM 1 y el segundo por una alteración de las proteína de unión a penicilina 

(PBP's), siendo más probable este evento único. 
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De los 8 antimicrobianos estudiados: 13 lactámicos, cefalosporinas, macrolido, 

inhibidor de la síntesis de folatos y quinolona, seis de estos presentan una 

excelente actividad contra H. influenzae con un 97 al 100% de susceptibilidad 

anti microbiana. 

Como se habla mencionado anteriormente la ampicilina presentó 22% de 

resistencia antimicrobiana todas ellas mediadas por J3 lactamasa, al combinar un J3 

lactámico con un inhibidor de J3 lactamasa, en particular amoxicilina con ácido 

clavulánico, la susceptibilidad mejoró notablemente a un 99%. La acción del ácido 

clavulánico fue notable cuando se graficó la concentración mínima inhibitoria para 

aislamientos J3 lactamasa positiva y J3 lactamasa negativa obteniendo con CIM's 

muy parecidos. 

Del grupo de cefalosporinas: cefaclor, cefuroxima y ceftriaxona las dos 

primeras de segunda generación y la ceftriaxona de 3ª generación. El cefaclor 

mostró un 98% de sensibilidad antimicrobiana mientras que, la cefuroxima y la 

ceftriaxona tuvieron 100% de sensibilidad antimicrobiana, independientemente de 

esto la que presentó mejor actividad fue la ceftriaxona con la menor concentración 

mínima inhibitoria. La actividad de las cefalosporinas no se vió influenciado por la 

presencia de J3 lactamasas ya que la concentración mínima inhibitoria (CIM) 

obtenidas para los aislamientos J3 lactamasa positivo y J3 lactamasa negativa 

fueron muy similares tal como lo reportó Doern en 1988 25
• 

De todos los antimicrobianos probados la que tuvo actividad sobresaliente fue 

la ofloxacina ya que la concentración a la cual se inhiben el 50% y el 90% de los 

aislamientos fue el menor de todos, sin embargo es importante mencionar que no 
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por estos resultados se debe emplear como terapia empírica en estas 

enfermedades. 

La actividad del trimetoprim sulfametoxazol decreció notablemente a 

comparación de lo reportado en 1981 dónde sólo se reportaba un 5% de 

resistencia antimicrobiana en un estudio realizado por García 32 en México, aquí lo 

reportado fue del 49% de resistencia antimicrobiana siendo el antibiótico que 

mayores inconvenientes presentó. 90% de inhibición de las cepas ensayadas se 

logró con 16/304 ~1g/mL del antibiótico, mientras que, el punto de corte de 

sensibilidad antimicrobiana para que este antibiótico tenga acción contra H. 

influenzae de concentraciones menores o iguales a 0.5/9.5 µg/mL. 

El macrólido que fue generalmente usado contra aislamientos de H. inf/uenzae 

fue la claritromicina mismo que aquí estudiamos, la sensibilidad antimicrobiana 

que se reportó en la literatura es del 31% hasta un 94%, aquí se encontró el 97% 

de sensibilidad antimicrobiana con un CIM 90 de 4 µg/mL, mientras que, el punto 

de corte para considerarlo sensible es de 8 µg/mL, lo cual mostró la buena 

actividad de dicho antibiótico a pesar de los CJMgo y CIM5o relativamente altos. 

Cuando se comparó la actividad antimicrobiana de los 8 antibióticos contra 

cepas productoras de f3 lactamasa y no productoras observamos que esta enzima 

sólo afecta a la ampicilina ya que se requirieron 128 veces más antibiótico para 

inhibir una cepa [3lactamasa positiva a comparación de lo requerido para inhibir 

una cepa 13-lactamasa negativa, mientras que para Jos demás antibióticos los CIM 

obtenidos son muy similares debido a que estos son estables a la presencia de .la 

enzima 13 lactamasa. 
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Al relacionar lo serotipos con el perfil de susceptibilidad antimicrobiana no se 

encontró diferencia significativa entre un grupo y otro aunque se observa una 

tendencia de que las cepas serotipo b fueran más resistentes a trimetoprim 

sulfametoxazol. Así mismo cuando se relacionaron los biotipos únicamente se 

observó que existía mayor sensibilidad antimicrobiana para trimetoprim 

sulfametoxazol en los biotipo IV al VIII, siendo no estadísticamente significativo. 
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6. CONCLUSIONES 

};;- La población de pacientes mayores de 50 años con enfermedades 

pulmonares crónicas y neumonia se ven afectadas con frecuencia por 

H.influenzae. 

};;- Los biotipos más frecuentes fueron el 11 y el 111 

};;- Las cepas más frecuentes fueron no tipificables seguidas del serotipo b. 

~ La concordancia entre la técnica de difusión en agar y microdilución en 

caldo es excelente 

};;- La resistencia antimicrobiana encontrada a ampicilina fue del 22% todas 

mediadas por j3 lactamasa. 

~ El antibiótico que presento mayor resistencia antimicrobiana fue trimetoprim 

sulfametoxazol. 

};;- Ofloxacina, ceftriaxona, amoxicilina I ác. clavulanico y cefuroxima 

presentaron excelente actividad contra Haemophilus inf/uenzae seguidos 

por claritromicina y cefaclor. 

~ No existe relación entre la actividad de los 8 antimicrobianos ensayados y 

los serotipos y biotipos 
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7.Apéndice 

Frotis y tinción de Gram. 

Extender una colonia de la cepa en una gota de solución salina, secar, 

fijar a la flama y teñir por el método de Gram que consiste en agregar cristal 

violeta y esperar por 1 minuto, enjuagar, agregar lugol y dejar por 1 minuto, 

enjuagar nuevamente, lavar con alcohol acetona hasta que ya no salga colorante, 

enjuagar con agua y adicionar safranina por 1 minuto y finalmente lavar y dejar 

secar. Se deben observar cocobacilos pleomorficos Gram negativos para que se 

trate presuntivamente del género Haemophilus. 

MICROSISTEMA VITEK. 

Preparar una suspensión al No.3 de Me Farland con un cultivo puro de 

Haemophi/us sp. de 24 horas en 1.8 ml de solución salina al 0.45%. 

Marcar una tarjeta NHI con el número de la cepa, la tarjeta debe usarse el 

mismo dia que se extrajo de la envoltura. 

Siguiendo un procedimiento aséptico insertar firmemente el extremo corto 

del tubo de transferencia dentro del orificio de entrada situado en el lateral de la 

tarjeta, dar un giro de 180º de manera que quede situado hacia el extremo corto 

de la tarjeta. 

Colocar fa tarjeta preparada en el soporte de llenado de manera que el tubo 

de transferencia quede introducido en el tubo con muestra. 
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Colocar el soporte en él modulo preparador, donde se llevara a cabo el 

proceso de llenado, una vez terminado verificar que la tarjeta se ha llenado 

apropiadamente. 

Introducir el soporte de llenado en el sellado y presionar la tarjeta hacia el 

interior. 

Incubar las tarjetas con las muescas hacia arriba durante 4 horas a 35 -

37 ºC en atmósfera aerobia. 

La tarjeta NHI contiene los sustratos indicados en el cuadro No. 1 

Cuadro No. 1 Reactivos y principios de la tarjeta NHI 

Pocillo 
Reactivos Principio 

No. 

Hidrólisis del sustrato amida incoloro liberando p-
1 Ala ni n-p-nitroa ni lid a 

nitroanilida amarilla 

Hidrólisis del fosfoester incoloro, liberando p-
2 Fenilfosfanato 

nitrofenol amarillo 

3 Prolin-p-nitroanilida 

4 Gamma-glutamil-p-
Hidrólisis del sustrato amida incoloro, liberando p-

nitroanilida 
nitroanilida amarilla 

5 Glycin-p-nitroanilida 

6 Lisin-p-nitroanilida 

o-Nitrofenil-D- Hidrólisis del glicósido incoloro, liberando p-
7 

galactosidasa nitrofenol amarillo 
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8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

16 

p-Nitrofenil-fosforil- Hidrólisis del fosfoéster incoloro, liberando p-

colina nitrofenol amarillo 

Glucosa Utilización de los azúcares con producción de 

Sacarosa sustancias de carácter ácido que bajan el valor de 

Maltosa pH causando cambios del indicador rojo de fenol. 

Reducción del sustrato tetrazolio produciendo 
Trifeniltetrazolio 

formazan rojo. 

Reducción de la resazurina a resorufin produciendo 
Resazurina 

un cambio de color. 

Utilización de la ornitina con formación de 

Ornitina productos de carácter básico que causan cambios 

en el indicador. 

Hidrólisis de la urea con formación de productos de 

Urea carácter básico que elevan el valor de pH y causa 

cambios ene el indicador. 

Hidrólisis de la penicilina con formación de ácido 

Penicilina G peniciloico que baja el valor de pH causando 

cambios en el indicador. 

Finalmente interpretar los resultados de acuerdo al cuadro No. 2 

Cuadro No. 2 Cuadro para interpretar resultados 

Pocillo No. Resultado positivo Resultado negativo 

1,2,3,4,5,6,7,8 Amarillo Incoloro o amarillo pálido 
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Amarillo o naranja 
9;10,11 Rojo o naranja oscuro 

claro 

Rojo óxido a rojo en Incoloro o pequeños precipitados a los lados 
12 

·' el pocillo del pocillo 
'. .. 
.,_ ... Fucsia, malva o 

.·. 13 Púrpura o azul oscuro 
violeta Rojizo 

Rojo o rojo 
14 Amarillo, amarillo anaranjado o naranja claro 

anaranjado 

15 Rojo Amarillo o naranja claro 

Amarillo o amarillo 
16 Púrpura, azul oscuro o marrón 

verdoso 
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