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INTRODUCCION

H. iInfluenzae figura entre las especies bacterianas que fungen
como agentes etioldgicos de diversas y graves afecciones,
destacando la meningitis, septicemia, pericarditis, bronquitis,
neumonia, pioartritis, epiglotitis, otitis media y sinusitis,

entre algunas otras.

Su principal via de transmisién es la aérea, lo cual determina
la imposibilidad de establecer medidas preventivas eficaces que
impidan su diseminacién entre la poblacién. De esta manera, el
microorganismo coloniza inicialmente la faringe de 1los
individuos, regién a partir de la cual se translada al tracto
respiratorio inferior y/o a oido medio y a senos paranasales, o
bien, penetra en el torrente circulatorio -ocasionando
septicemia~ y, como consecuencia, llega a corazén,

articulaciones y sistema nervioso central (SNC).

‘Cabe sefialar que, en México ~tal como sucede en muchos otros
paises del mundo-, el serotipo b es el causante m&s frecuente
de meningitis bacteriana, enfermedad que afecta con mucha mayor
insistencia a los nifios que al adulto, ocasionéndoles -en
numerosos casos- serias complicaciones neurolégicas y hasta la

muerte.

En el presente trabajo, se intenta establecer la frecuencia con
la que H. influenzae coloniza las vias respiratorias altas de

las personas sanas, con la finalidad de conocer la frecuencia
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aproximada con la que forma parte de la flora habitual de 1la
faringe y la de valorar las dimensiones del probléma asociado a
su transmisién entre la poblacién. En el primer caso, los
resultados ayudardn a interpretar con mayor certeza su
presencia en los exudados faringeos mientras que, en el
segundo, podria determinarse la importancia de los portadores
sanos en la incidencia de las afecciones ocasionadas por esta

especie.

OBJETIVO

Establecer 1la frecuencia de los portadores faringeos de
Haemophilus influenzae, considerando pardmetros tales como la

edad y el sexo.



I. GENERALIDADES

i. Taxonomia

El género Haemophilus se encuentra integrado por cocobacilos
Gram negativos que, para desarrollar, requieren hemina o
ciertas porfirinas (factor X); de hecho, fue creado por el
Comiéé Americano de Clasificacién y Nomenclatura en 1920 para
incluir en él a un cilerto numero de microorganismos
hemofilicos. Cabe sefialar que, en esa época, el género también
contenia a bacterias que actualmente reciben otros nombres,
destacando: Alcaligenes, Bordetella, Moraxella, Pasteurella,
Bacteroides melaninogenicus, Corynebacterium pyogenes,

Gardnerella vaginalis y Eikenella corrodens (2, 22, 24).

La taxonomfa del género Haemophilus ha constituido
tradicionalmente un reto importante para los especialistas, al
grado de que ain no se ha concretado su afiliacién a alguna
familia: en un principio se le situd en la Parvobacteriaceae y,

posteriormente, ha entrado y salido de la Brucellaceae (24).

En 1973, Sneath y Johnson, encontraron que era fenotipicamente
similar a Pasteureila y Actinobacillus, y establecieron que' los
tres géneros podian integrar una familia muy diferente a la que
se encontraba constituida por Bordetella, Brucella y Moraxella

(7, 24).
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En 1976, Kilian sugirié que su clasificacién contemplara otros

pardmetros diferentes al de produccién de  hemélisis y
requerimiento de CO2 y de los factores V (NAD+) y X; sin
embargo, ello ha resultado complicado, ya que se han reportado
notables diferencias en las caracteristicas bioquimicas de las

distintas especies (2).

Adicionalmente, el concepto de agrupar al género de acuerdo a
sus requerimlentos nutricionales se ha venido cuestionando, con

base en diversos estudios sobre homologia del DNA (7).

En 1980, se volvid a demostrar la similitud existente entre
Haemophilus, Pasteurella y Actinobacillus; en esa ocasién, los
an&lisis incluyeron la comparacién de los fenotipos y estudios
de reasociacién DNA/DNA -en los que se utilizaron métodos
épticos para determinar cuantitativamente los grados de
renaturalizacién-, en los que se observé que H.
pleuropneumoniae, Pasteurella y algunas otras especies de
Haemophilus alcanzaban niveles de homologia mayores al 90 % -
cifra que no s6lo rebasa a la que determinaria su ubicacién
dentro de un mismo género sino que, ademds, indicaria identidad
de especie-. Sin embargo, estos datos se han ignorado dado
que, bajo dichas condiciones, numerosos grupos tendrian que ser
incluidos en el género Haemophilus y, adiclonalmente, algunas
especies de este Gltimo resultarian candidatos para reubicarse

en otros (7).
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En resumen, las dificultades para clasificar al género
Haemophilus dentro de alguna familia, se relacionan con los

siguientes razonamientos (7):

a) Su estructuracién taxonémica no resulta posible
mediante los patrones genéticos que permiten tradicionalmente

la discriminacién de especie, género y tribu.

b) Su clasificacién dentro de una familia independiente
produciria estructuras, rangos o subgrupos asociados

estrechamente a los de la familia Enterobacteriaceae.

¢) Su ublcacién en una familia que también incluyera a
Actinobacillus y Pasteurella permitiria conservar los nombres

de los 3 géneros.

Tomando en cuenta el 0ltimo punto, algunos autores consideran

que la clasificacién de este microorganismo deberia ser la

siguiente (7, 12, 18) :

Familia: Pasteurellaceae

Género: Haemophilus

En este sentido, se espera que -en un futuro cercano- todos
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los estudios de taxonomia que implican al género Haemophilus se
dirijan a resolver el conflicto existente entre lo establecido

histéricamente y los criterios recientes (7).

Mientras tanto, dentro del género Haemophilus se encuentran
reportadas 15 especies bien definidas y 5 de afiliacién
incierta, 10 de las cuales se relacionan con el humano: H.
influenzae (39 % G+C), H. aegyptius (39 % G+C), H. ducreyl (38
% G+C), H. parahaemolyticus (40-41 % G+C), H.
paraphrohaemolyticus (40-41 % G+C), H. parainfluenzae (40- 41 %
G+C), H. aphrophilus (42 % G+C), H. segnis (43-44 % G+C), H.
haemolyticus {39 % G+C) y H. paraphrophilus (42 % G+C) (2, 7,
18, 21, 24).

H. influenzae, la especie tipo del género, fue aislada y
descrita por Richard Pfeiffer en 1892 -quien la consideraba
erréneamente como el agente etiolégico de la influenza- (2, 7).
Por otro lado, cabe seflalar que es la méds importante en
Medicina Humana, dado que ocasiona al hombre un numero elevado

de padecimientos (2, 34, 37, 38).

ii. Caracteristicas microscépicas

Haemophilus influenzae es un cocobacilo Gram negativo, con
tendencia a mostrar varios grados de pleomorfismo, dependiendo
de su edad y de las condiciones de incubacién. Durante las

primeras 6 a 8 h de su desarrollo -en medios
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enriquecidos- predominan las formas cocobacilares, sin embargo,
mids tarde se observan bastoncillos méas largos, células que

experimentaron lisis y formas filamentosas (23, 25).

Las cepas no capsuladas a menudo son m&s elongadas y pueden
presentar tincién bipolar con colorantes de Gram, ocasionando
que el analista las pueda confundir con Streptococcus

pneumoniae (21},

En cuanto a las capsuladas, éstas pueden evidenciar cépsulas
refractiles y débiles, demostrables mediante reacciones de
quellung -con sueros especificos- (2, 4, 6, 7, 12, 20, 21, 24,
25, 37).

iii, Propiedades culturalaes

a) Requerimientos nutricionales y medios de cultive

Haemophilus 1influenzae crece nula o escasamente en medios de
cultivo convencionales, pero lo hace con abundancia en los
enriquecidos. Su caracteristica principal radica en su
requerimiento de ambos factores accesorios: el X y el V (2, 6,

7, 12, 18, 20, 21, 24).

Thjotta y Avery introdujeron los términos factor X y factor V
para referirse, respectivamente, a una sustancia termoestable
conocida como hemina y a otra termolébil identificada como

nicotinamida adenin dinucleétido (2).



La primera la utiliza la bacteria como grupo prostético de sus
citocromos que contienen hierro y en la produccién de enzimas

con grupo hemo tales como la catalasa (7, 18, 21, 24, 37),

H. Influenzae no posee capacidad para convertir al &cido delta
aminolevulinico en protoporfirina, sin embargo, sintetiza la
enzima que cataliza la inserci6én final del hierro en el anillo
protoporfirinico (hemosintetasa), para convertirlo a hemina. La
sangre o sus derivados -incluyendo a la hemina- son las fuentes

adecuadas de factor X (7, 18, 24).

Por su parte, el factor V es un dinucleétido de nicotinamida y
adenina (NAD+ o NADP+) que actua como coenzima de las
deshidrogenasas unidas a piridina y, aunque se encuentra
presente en la sangre, no se aprovecha por localizarse
intracelularmente y porque aquélla también contiene NADasa (7,

18, 21, 23, 24).

Algunas bacterias tales como Staphylococcus, Pseudomonas y
Neisseria, producen napt en exceso y lo excretan al medio; por
ello, cuando dichos géneros forman parte de los cultivos, el
factor de crecimiento se difunde en el medio favoreciendo el

desarrollo de Haemophilus dependientes de ¢&1. Este
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fendmeno se conoce como satelitismo y su ocurrencia no indica
necesariamente que los microorganismos que aprovechan el suceso

sean auxdtrofos al factor V {( 6, 7, 12, 18, 23, 24, 25).

Experimentalmente se ha calculado que, para desarrollar in
vitro, H. iInfluenzae requiere la presencia de 0.2 a 1.0 pg/ml
de NAD+ y entre 0.1 a 10 pg/ml de factor X, dependiendo del
tamafio del inéculo y de otros factores aun no definidos: sin
embargo, cuando se incuba anaerébicamente, el microorganismo
emplea un metabolismo que no se asocla a los citocromos y, por
lo tanto, su necesidad de hemina disminuye notablemente o es

casi nula (7, 21, 24).

En la actualidad se emplean varias técnicas simples para
determinar los requerimientos de los factores X y V en H.
influenzae. La mas generalizada se basa en el empleo de tiras o
discos de papel filtro impregnados con dichos factores, los
‘cuales son hidrosolubles y difunden flcilmente en el agar;
l6gicamente, el medio debe encontrarse exento de hemina y NAD+
y las tiras o discos se aplican sobre la superficie del agar -
previamente inoculado- para cobservar el caracﬁeristico patrén

de desarrollo alrededor de ellas (25).

No obstante, este método se considera de baja confiabilidad
cuando se omite el lavado del inb6cule, para eliminar las trazas

de dichos factores que pudieran arrastrarse desde el



cultivo primario (2, 7, 12, 19, 24, 25).

Debido a lo anterior, Kilian disefié una prueba denominada "de
la porfirina", la cual se basa en el principio de que las cepas
dependientes del factor X carecen de la enzima porfobilindgeno
sintetasa -que transforma el d4cido deltaminolevulinico en

porfobilindgeno, porfirinas y hemina (Diagrama 1)- (25).

El porfobilintgeno se puede detectar en el medio utilizando el
reactivo de Ehrlich modificado, o bien, evidenciando 1la
presencia de porfirinas por su fluorescencia mediante el empleo
de luz ultravioleta; por lo tanto, la ausencia de éstos indica
que el microorganismo requiere una fuente exégena del factor X,
tal como sucede en H., influenzae cuyo resultado loégicamente es

negativo en dicha prueba (18, 24, 25).

Esta técnica no asume los falsos positivos que ocurren en el
método de la tira; especialmente, elimina el riesgo del
arrastre de hierro procedente de la placa primaria, si bien se

debe incluir un testigo exento de sangre (24, 25).

Cabe mencionar que los resultados negativos en microorganismos
~de otros géneros no implican que aquéllos sean auxétrofos para

el factor X (24).

Por otra parte, es necesario consignar que otras sustanclas

tales como el 4cido pantoténico, tiamina, uracilo, purina y
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cisteina, estimulan un crecimiento abundante de Haemophilus (7,

37).

Por lo general, el medio mis empleado para aislar a H.
influenzae es el agar chocolate, ya que éste contiene todos los
factores necesarios para. su desarrollo. El principio de 1la
preparacién de dicho medio radica en el calentamiento de la
sangre, ya que ello libera a los factores X y V de los

eritrocitos e inactiva a la NADasa (4, 6, 7, 12, 18, 21, 24).

No obstante, para sustituir el calentamiento se pueden utilizar
métodos enziméticos que provocan la lisis de los glébulos
rojos, se adicionan al medio cantidades especificas de extracto
de levadura -como fuente de factor V- o polienriquecimientos
{(IsoVitalex o equivalentes), los cuales contienen NAD+,
vitaminas, cofactores y otros suplementos que favorecen el
desarrollo del microorganismo (25).

Es preciso seflalar que otros medios clisicos para el cultivo de
muestras clinicas son el agar enriquecido de Levinthal y el de
Fildes (21). El primero contiene el filtrado de eritrocitos
lisados de caballo, es transparente y resulta muy Gtil para
aislar cepas capsuladas y no capsuladas de H. influenzae, en

tanto que, el segundo, contiene los factores



bDiagrama 1. Biosintesis de hemina (18).

Acido I aminolevulinico

Porfobilinégeno
sintetasa

Porfobilindgeno
Uroporfirinégeno 1
sintetasa
Uroporﬁérinégeno
Uroporfirinégeno
descarboxilasa

Coproporfirinégeno

Coproporfirinégeno
oxidasa

v

Protoporfirina IX

Hemosintetasa
2+
v Fe

Hemina

de crecimiento liberados por digestién de la sangre (7, 12, 18,

21, 23, 24, 25).

El agar sangre comin permite el crecimiento de H. influenzae
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sélo cuando la placa se inocula en forma cruzada con
microorganismos que excretan factor V. Sin embargo, no es
conveniente emplear sangre fresca, humana o de carners, porque

ambas contienen NADasa (12, 18, 21, 25).

Cuando se desea aislar .-a este microorganismo a partir de
muestras provenientes de las diversas mucosas, es
recomendable emplear agentes inhibitorios que no lo afecten. En
este sentldo, destaca la bacitracina, la cual aporta una
considerable selectividad a los medios correspondientes {24,

25} .

La bacitracina se puede adicionar a todos los medios de cultivo
en concentraciones de 5 a 18.9 U/ml, las cuales dinhiben
eficazmente el desarrollo de numerosas bacterias Gram positivas

(12, 18, 24, 25, 35).

'Alternativamente, se puede emplear una  combinacién de
bacitracina, vancomicina y cloxacilina para incrementar la
selectividad de los medios, incorporédndoles 1 % de Isovitalex
para favorecer el crecimiento del microorganismo (7, 12, 18,

20, 23, 24, 35).
b) Condiciones de incubacién

Las cepas de H. influenzae pueden desarrollar en aerobiosis y

en anaerobiosis, ya que esta especie produce
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dimetilmenaquinona (DMK) ~que se emplea para el transporte de
electrones en ambas condiciones~ y ello le permite obtener
energia vias la fosforilacién a nivel de sustrato y la

fosforilacién oxidativa (7, 21).

Su desarrollo éptimo se logra a temperaturas de 35 - 37° c, a
pH's de 7.7 a 7.9 y bajo tensiones de 5 a 10 % de C0,, por lo

que se recomienda incubar los cultivos considerando el método
de la vela o el empleoc de una estufa con COZ. Bajo estas
condiciones, las colonlas se obtienen en 24 a 48 h (4, 12, 18,

24, 25, 37).

c) Morfologia macroscopica

Las colonias de H. influenzae presentan un didmetro de 0.5 a
1.5 mm y son redondas, humedas y lisas, de aspecto blanco-

grisaceo semiopaco (4, 12, 18, 23, 25).

Los cultivos Jjévenes (8 - 18 h) de las cepas  capsuladas son
iridiscentes (semejan al arcoiris bajo la luz transmitida
oblicuamente) pero, durante las siguientes 24 h, desarrollan
una umbilicacién central debido a la actividad de la
neuraminidasa. A menudo, las colonias mucoides se transforman

esponté&neamente en rugosas (3, 20, 21, 23, 24, 25).

Los cultivos de H. influenzae son dificiles de mantener en el

laboratorio, dada su tendencia a autolisarse; por ello, es
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conveniente realizar subcultivos periddicos en agar chocolate u
otros medios enriquecidos, aunque resulta mAs adecuada la
liofilizacién, a través de la cual el microorganismo se

conserva por lo menos durante 25 afos (21, 24).

iv. Pruebas de identificacién

Tradicionalmente, la identificaclén de las especies de
Haemophilus se ha basado en su auxotrofia hacia diversos
factores de crecimiento. En este caso, los métodos involucrados
incluyen el empleo de discos, la prueba de la porfirina y el

fendbmeno de satelitismo (6, 18, 24, 25, 32).

Sin embargo, lo anterior no es suficiente, ya que especies
diferentes llegan a manifestar requerimientos similares; por
tal motivo, es necesario incluir las pruebas de fermentacién de
sacarosa, glucosa, xilosa, manitol y ribosa, la de hemélisis y

la de reduccién de nitratos a nitritos (24, 25, 37).

En este sentido, algunos autores conceden gran validez a las
reacciones de fermentaci6étn pero, como ya se mencioné, otros
subrayan las discrepancias encontradas en las caracteristicas
bioquimicas de H. influenzae. Por otra parte, se debe consignar
que s6lo las especies no dependientes del factor X fermentan

sacarosa; es decir, H. influenzae no lo hace (7, 18, 24, 32).
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Cabe mencionar que las pruebas de fermentaci6n se basan en la
utilizacién de medios base, a los que se les agrega el
carbohidrato en proporcién del 1 %, los factores X y V e
indicador rojo de fenol; las lecturas se realizan después de

una incubacién de 2 a 5 dias a 35° ¢ (Tabla 1) (18, 24)

v, Tipificacién

La especlie H. influenzae se encuentra integrada por cepas
capsuladas y no capsuladas. En este contexto, las primeras se
consideran "tipificables" y las segundas "no tipificables",
correspondiendo este criterio a la tradicional reacciétn de
quellung (o a cualquiera otra basada en la utilizacién de
sueros anti-capsulares). Mediante estas técnicas se reconocen 6
diferentes serotipos =-a, b, ¢, d, e, f- (Tabla 2), los cuales
difieren entre si en su respectivo material capsular (3, 7, 18,

21, 28, 37, 42, 46).

Dada la existencia de numerosas cepas no serotipificables,
Gratten, mds reclientemente, encontré un método que tipifica

confiablemente a un mayor porcentaje del total y que se basa



TABLA 1. CARACTERISTICAS BIOQUIMICAS DE LAS PRINCIPALES
ESPECIES DE Haemophilus (2,7,18, 24).

X Indol

[~]
6
4
b
2

Factor V| Hemol

H. influezae +

H. aegyptius

H. haemolyticus

H. ducreyi

H. aphrophilus

H. parainfiuenzae

BERERERERL
sdelo e ] |

H. parashaemolyticus

ol e |+ ]+ ]+ 1B

4|+ +HI<|+|+]+]|E

++|+] |+ e ]+
|+||<+l
2 ERERE AERERERK

+HlHHE]

H. paraphrophilus

V= variable, Hemo!= hemolisis, Gluc= dlucooa, Sacar= sacarosa, Lact= lactosa,
Xil= xilosa, Rib= ribosa.

L



Tabla 2, Composicién capsular de los

influenzae (21, 37).

18

6 serotipos de H.

Serotipo Azicar P043+ Acetilo
a Glucosa + -
b Ribosa y ribitol + -
c Galactosa + -
d Hexosa - -
e Hexosamina - +
£ Galactosamina + +




19

Tabla 3, Clasificacién de Gratten (7, 18, 21, 32)

Biotipe Indol + Ureasa Ornitina
Descarboxilasa

I + + i +

II + + -
III - + -
v - + +

v + - +

VI - - +
VII + - -
VIIX = - had

en la realizacién de 3 pruebas bioquimicas: produccién de
indol, ureasa y ornitina descarboxi'lasa. De esta manera, H.
influenzae se subdivide en 8 biotipos: del I al VIII (Tabla 3).
Cabe subrayar que este criterio también aplica para las cepas
capsuladas, independientemente de que éstas también se puedan

serotipificar (7, 18, 21, 32).

. Serotipificacién
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Como ya se mencioné, los 6 serotipos capsulares pueden
diferenciarse por medio de la reaccién de quellung; sin
embargo, ello también se puede llevar a cabo mediante
contrainmunoelectroforesis (CIEF), aglutinacién en létex y
coaglutinacién, empledndose para ello sueros monovalentes. Al
parecer, el mias sensible de los métodos sefialados es el de
aglutinacién en latex, ya que con la CIEF ocurren falsos
negativos -en concentraciones éltas del antigeno capsular-; no
obstante, también se recomienda el de coaglutinacién, debido a
su simplicidad, precisién, rapidez y a su menor proporcién de
falsos negativos en presencia de altas concentraciones del

antigeno -polirribitol fosfato- ( 3, 4, 7, 12, 18, 22, 28, 45).

Los sueros comerciales anti-H. Influenzae varian notablemente
en cuanto a potencia y especificidad: algunos registran
reacciones cruzadas entre esta especie y otros microorganismos
capsulados, tales como neumococo ¥ meningococo; por otro lado,
algunas cepas "no tipificables" se autoaglutinan y ello hace
necesario emplear controles negativos -con solucién salina- }ﬁs

cuales se leen en 30 a 60 seg (6, 18, 28, 29, 31).
Biotipificacién

Esta constituye una herramienta util en Epidemiologia dado
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que, mediante el uso de sueros anti-capsulares, un elevado
naimero de cepas de H, influenzae resulta "no tipificable"; no
obstante, se considera que con la utilizacién de la reacciédn de
quellung y la clasificacién de Gratten (adicionalmente), aun
quedan sin tipificar un 40 a 60 % de las cepas -dadas las
diferencias existentes en. las pruebas bioquimicas dentro de
esta especie~; cabe mencionar que las variaciones sefialadas
podrian residir en la cantidad o la calidad del sustrato base,
el amortiguador, el indicador y la naturaleza de otros
componentes del medio, m&s que en las propias enzimas del

microorganismo (13, 32).

Debido a lo anterior, Barenkamp ha establecido otro criterio de
biotipificacién para H#H. influenzae, el cual consiste en
caracterizar sus proteinas de membrana externa (OMP) mediante
métodos electroforéticos. Para ello, se emplea un sistema de
SDS PAGE (sodium dodecil sulphate poliacrylamide gel
electrophoresis) (4, 13, 16, 27, 28, 38)

Cabe mencionar que los perfiles de las OMP son estables y
utiles para clasificar, tanto a las cepas "tipificables" como a
las "no tipificables" (39); de acuerdo a los diferentes
trabajos, las tltimas han manifestado mayor variabilidad que
las primeras (16, 42, 46), lo cual probablemente tenga relacién
con la gran diversidad genética que existe dentro de 1la
especie, aunque también existe la posibilidad de que ocurran

cambios en el movimiento electroforético de muchas
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OoMP (16) .

Segin lo antes citado, varias cepas del mismo biotipo -segin
Gratten- pueden mostrar patrones diferentes de OMP y, algunas
otras, aunque coincidan en estos dos sistemas de
biotipificacién, resultan serolégicamente diferentes con cierta

frecuencia (39).

En la actualidad se considera que, para llevar a cabo el
estudio epidemiolégico de H. influenzae, lo méds conveniente es
efectuar el estudio de 1las OMP, combinado <c¢on 1la

biotipificacién de Gratten (16, 38).
vi. Importancia clinica

En nuestro pais, las enfermedades infecciosas figuran entre las
de mayor morbiletalidad, tanto en la poblacién infantil como en
. la adulta. En cuanto a las que involucran al tracto
respiratorio y al sistema nervioso central, éstas presentan una
etiologia muy variada, destacando los virus y las bacterias
como los agentes mds significativos. En este contexto, H.
influenzae posee un lugar preponderante, dada la gran
diversidad de patologias que origina en estas reglones

anatémicas (37, 35).

Como es sabido, numerosos portadores albergan a este

microorganismo formando parte de la flora habitual de su
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tracto respiratorio superior, la boca y, ocasionalmente, de su
tracto genitourinario y el canal intestinal (4, 7, 9, 10, 12,

19, 20, 24, 25, 28, 30, 33, 35, 37, 41, 43).

Ello favorece que se le aisle con cierta frecuencia a partir de
sitios tales como el tracto urinario, apéndice, médula ésea,
recto, uflas y piel, hasta donde se desplaza desde el tracto
respiratorio. Sinvembargo, su mayor participacién como agente
causal ocurre en faringe, " senos paranasales, amigdalas,
laringe, tra&quea, epilglotis, bronquios, pulmones, sangre,
corazén, articulaciones, conjuntiva ocular, oido medio y, sobre

todo, en el SNC (13, 29, 33, 40, 43).

bDependiendo de la poblacién analizada, los portadores faringeos
de H. influenzae varian entre 7 y 80 %, pudiendo detectarse en
varios individuos la colonizacién por miltiples biotipos; en
este sentido, cabe destacar que las cepas "no tipificables"
resultan mis frecuentes que las serotipificables (Tabla 4) (3,

21, 35, 37, 39, 42, 45)

Aunque se ha demostrado que la colonizacién faringea por H.
influenzae es comin, no se ha encontrado una clara asociacién
entre dicho evento y la frecuencia de las enfermedades
ocasionadas por esta especie; es posible que un portador pueda
contener una cepa determinada durante algtn tiempo y que

posteriormente permanezca exento de bacllos de esta
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especie o adquiera en su lugar otras de diferentes biotipos; es
decir, 1las cepas colonizantes pueden ser residentes o
transitorias aunque, de cualquier manera, es mé&s probable que
las que persisten en el hospedador, obtengan mayores

oportunidades de ser transmitidas a otras personas (39, 41).

Tabla 4. Frecuencia de portadores faringeos de H, influenzae y

enfermedades que esta especie ocasiona al humano (3, 4, 8, 42).

% de portadores en Principales
Cepas vias respiratorias manifestaciones
altas de patogenicidad
Sin céapsula 50 a 80 Bronquitis crénica,
Otitis media, sinusitis,
conjuntivitis

Meningitis, epiglotitis,
neumonia, artritis

Capsulado 2a4 séptica,celulitis,
tipo b otitis media pericarditis.
Capsuladas laz2

a, ¢, d, e, £ Sinusitis.
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Cabe subrayar que, aunque este microorganismo se considera muy
exigente en cuanto a sus requerimientos nutricionales, puede
mantenerse viable en fomites durante 5 h o mds -sobre todo
cuande se encuentra suspendido en moco fresco, en donde la
lactoferrina funge como fuente de hierro-; por ello, las
secreciones respiratorias: constituyen un medio adecuado para su

transmisién (33, 40).

En una infeccién por H. influenzae, el primer evento consiste
en la colonizacién de la nasofaringe, previa inhalacién de
microgotitas expelidas por enfermos, convalescientes o
portadores; posteriormente, el proceso puede evolucionar hasta
transformarse en un padecimiento que se disemina a los senos
paranasales, oido medio, epiglotis, bronquios, pulmones y/o
sangre. Una vez en esta Gltima, el microorganismo puede llegar
a SNC -produciendo meningitis-, a las articulaciones, corazén,

etc. (3, 4, 21, 40, 43).

En general, las patologias relacionadas con H. influenzae se

pueden dividir en dos grupos (7, 37, 38):

a) Las enfermedades agudas pibégenas, en las que el

microorganismo funge como patégeno primario.

b) Los padecimientos crénicos, en los cuales la bacteria
desempefia generalmente el papel de patégeno

secundario,
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Cabe sefilalar que, recientemente, este microorganismo se ha

relacionade con algunos casos de salpingitis, sepsis neonatal y

fiebre puerperal (1, 4, 10, 18, 36, 40, 42).

Por 1lo que respecta al serotipo b, éste es uno de los
principales patégenos en nifios (1, 9, 11, 14, 15, 17, 22, 23,
26, 44) y su imporcancia en los adultos aun es tema de
controversia (10, 15, 29, 30, 34, 47); en contraste, la
virulencia de las cepas "no tipificables" se ha comprobado

ampliamente en ambos grupos (36, 39).

Entre los 6 serotipos tipificables, el f es el sequndo patégeno
humano en cuanto a frecuencia; de hecho, existen reportes de
diversas patologias en adultos, muchas de las cuales son

indistinguibles de las ocasionadas por el tipo b (36).

A continuacién se describen brevemente las enfermedades
respiratorias en las que H. Influenzae participa con mayor

frecuencia (31).
Epiglotitis
La gran mayoria de las veces, esta afeccién se debe a H.

influenzae tipo b y/o a Streptococcus pneumoniae; en general,

las cepas "no tipificables" de la primera especie no se
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consideran agentes etiol6gicos de esta enfermedad; es
importante considerar que entre las "tipificables" también se
han registrado casos provocados por el serotipo f. De cualquier
manera, es comun que la bacteremia ocurra casi paralelamente

(18, 18, 36, 42).

Por lo regular, la faringitis antecede a la colonizaciédn del
tracto respiratorio inferior, produciéndose la inflamacién de
la epiglotis; ésta obstruye mecdnicamente la via aérea
dificultando la respiraclén, generando hipoxia y retencién de
Co2 y alterando el mecanismo de limpileza de las mucosas. Como
consecuencia de lo anterior, puede ocurrir una asfixia fatal

(5, 18, 36).

El diagnéstico clinico presuntivo se basa en la aparicién de
fiebre, dolor de garganta y deficiencia respiratoria, y su
. confirmacién comprende la visualizacién de una epiglotis

inflamada, purulenta y rojiza (36).

Neumonia

En nuestro medlo, la neumonia ocasionada por H. influenzae se
presenta en similar frecuencia que la debida a Streptococcus

pneumoniae (4).

Pr&cticamente, cualquiera de los seis serotipos de H.

influenzae puede causar este padecimiento, aun cuando los de
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mayor incidencia son el a y el b (5); en cuanto a las cepas "no
tipificables", éstas son m&s frecuentes cuando la neumonia

sucede a una bronquitis crénica (4).

AGn cuando esta enfermedad -causada por H. influenzae- es
propia de la primera infancia, también puede ocurrir en
adultos. En su cuadro clinico destacan: el esputo tipicamente
tenaz de color "verde manzana" y una cianosis intensa (4, 5,

42).

El diagnéstico se establece con base en el cuadro clinico y la
identificacién del microorganismo en el esputo; los
hemocultivos son positivos hasta en un 60 % de los casos vy,
cuando se presenta derrame pleural, aumenta la posibilidad de
que se aisle al agente etiolégico en el liquido correspondiente

(4, 35).

otitis media

Esta es otra de las patologias causadas frecuentemente por H.
influenzae e incluso sus indices son superiores a los de S.
pneumoniae y Moraxella catarrhalis. Las cepas "no tipificables"
ocasionan mids de la cuarta parte (85 a 90 %) de los casos
generados por esta especie, debidoc a que son las que se
encuentran en mayor proporcién en la faringe de los portadores
sanos (50 a B0 %); por su parte, las del tipo b provocan el 10
a 15 % y, aunque se han reportado otitis medias relacionadas

con los grupos a, e y £, su incidencia es escasa (4, 46).



29

Esta enfermedad ocurre en todas las edades pero,
incuestionablemente, los pacientes pedidtricos son afectados
con mayor frecuencia; sus signos principales son: secrecién
nasal, congestién faringea, dolor en el oido -por acumulacién
de liquidos- y abombamiento con opacidad de la membrana

timpanica (4, 46).

El diagnéstico se establece de acuerdo al cuadro clinico y al
aislamiento del microorganismo a partir de muestras
recolectadas por aspiracién del liquido mucopurulento que se

acumula en el oido (4, .46).

Sinusitis

Constituye una de las .principales entidades clinicas que
afectan al tracto respiratorio superior, tanto en adultos como
en nifios; entre los agentes etioldgicos de mayor incidencia
destacan Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis,
Staphylococcus aureus y H. influenzae; en cuanto a este ultimo,
parece no existir algun tipo predominante, aunque las cepas "no
tipificables" suelen resultar mds frecuentes (5, 18, 20, 36,

39, 40, 41).

La sinusitis se define como la inflamacién de las membranas
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mucosas de los senos paranasales, con acumulacién de material
purulento; dependiendo de su duracién, se divide en aguda,
subaguda o crénica, y sus sintomas y signos dependen de la
localizaciébn de los senos afectados y del curso mismo del
padecimiento; no obstante, destacan la descarga nasal purulenta
-amarillo o verdosa-, dolor o molestia facial, desdrdenes en el
olfato, dolor al masticar, congestién nasal, accesos tusigenos

e irritacién y edema faringeos (5).

El diagnéstico de laboratorio puede llevarse a cabo mediante
métodos directos e indirectos. En los primeros se efectua la
recoleccién de las muestras directamente de los senos afectados
y se procede a aislar e identificar secuencialmente a los
agentes etiolédgicos del padecimiento y, en cuanto a los
indirectos, éstos son de ayuda para confirmar el diagnéstico
inicial basado en los signos y sintomas, destacando la
transiluminacién, las radiografias y el ultrasonido de 1los

senos paranasales -para localizar y determinar el grado de la

alteracién~ (5).

Bronquitis crénica

Esta enfermedad afecta generalmente a pacientes de edad
avanzada, aunque también se presentan algunos casos en nifios
(19, 31, 36, 42); sus principales agentes etioldgicos son: H.

influenzae, S. pneumoniae, M. catarrhalis, §. aureus, P.
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aeruginosa, K. pneumoniae y E. coli predominando, dentro de la
primera especie citada, las cepas "no tipificables" (5, 18,

19).

Cabe mencionar que algunos autores afirman que H. iInfluenzae
juega un papel secundario en este padecimiento, dado que
previamente suelen existir dafios en las mucosas -relacionados
con virus, reacciones alérgicas, obstruccién mecanica, baijas
defensas del hospedador o ciertos hébitos tales como el

tabaquismo- (18).

La bronquitis crénica se define como un proceso inflamatorio
del &rbol bronquial, asociado a exposicién prolongada a agentes
irritantes inespecificos y caracterizado por hipersecrecién
mucosa y alteraciones estructurales de los bronquios;
clinicamente pueden observarse anormalidades tales como las
siguientes: deficiencias ventilatorias, disnea, tos productiva
-que suele ser de predominio matutino-, expectoracién
mucoadherente de color amarillo verdoso y una hipoxemia -la
cual provoca vasoconstriccién de las arteriolas pulmonares,
hipertensién pulmonar e insuficiencias respiratoria y cardfaca,

pudiendo sobrevenir la muerte del paciente- (5).

La bronquitis crénica y el enfisema coexisten muchas veces en
,el paciente, produciendo obstruccién de las vias aéreas; por

tal motivo, a este cuadro se le denomina cominmente
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enfermedad pulmonar obstructiva crénica (EPOC) (5).

Por lo que se refiere al diagnéstico, éste debe basarse en el
examen fisico, la demostracién de signos fisioldgicos de
obstruccién en las vias aéreas, y la exclusién de enfermedades
especificas tales como silicosis, aspergilosis, asma bronquial
y fibrosis. quistica; ademas, es conveniente emplear la
espirometria, las radiografias del térax, los
electrocardiogramas V' desde luego, los exdmenes
bacteriolégicos de expectoraclones, lavados bronquiales,

aspirados transtraqueales, etc (5).
Meningitis

De todas las enfermedades ocaslonadas por H. influenzae, ésta
es -incuestionablemente- la mis grave; afecta tanto a la
poblacién infantil y los neonatos como a la adulta, aunque en
‘1la primera se localiza la mayor morbi-letalidad. En México,
este microorganismo es el agente etiolégico numero uno de la
meningitis bacteriana, seguldo de S. pneumoniae, E. coli K1, P.
aeruginosa y otras especies; aunque el sefotipo b es el
predominante, se han registrado casos debidos a los serotipos
a, e y f -tanto.en adultos como en nifios- y, con menor
frecuencia, a las cepas "no tipificables" (1, 3, 4, 6, 8, 11,
12, 14, 15, 18, 19, 20, 2, 23, 25, 26, 27, 30, 31, 36, 39, 42,
44, 45, 47).
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En esta enfermedad, el agente etiolégico establecido en 1la
faringe, invade el torrente sanguineo -provocando bacteremia-
Y, posteriormente, llega a meninges originando al paciente:
fiebre, irritabilidad, somnolencia, cefalea,'néuseas, vémito,
convulsiones y rigidez de nuca (4, 12).

El diagnéstico requiere de la puncién lumbar y el examen del
LCR para obtener la siguiente informacién: presién, aspecto del
liquido, cuenta celular y concentracién de proteinas y glucosa;
asimismo, se realizan -del sedimento- los frotis al Gram, la

reaccién de quellung y el cultivo (4, 5).

Esta enfermedad debe tratarse répidamente para evitar la muerte
o la aparicién de posibles secuelas tales como: dafio neural,
ceguera, sordera, paradlisis, retraso mentdl o hidrocefalia (4,

S5, 8).



II. PARTE EXPERIMENTAL
i. Equipo, material, medios de

Microscopio 6ptico
Microscopio estereoscopico
Autoclave

0

Incubadora ajustada a 35°C

Cuarto frio ajustado a 400
Balanza granataria

Jarra Gas pack

Mechero Bunsen

Pinzas Millipore

Asa bacterilolégica

Jeringas de 1 y 5 ml estériles
Esp&tula

Tripié con tela de alambre
Tubos de ensaye

Matraces EM de 1000 y 500 ml
Pipetas Pasteur estériles
Cajas Petri estériles
Portaobjetos

Hisopo; estériles
Abatelenguas

Velas

cultivo y reactivos

Agar chocolate (Tripticasa soya agar + Hemoglobina)

34
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IsovitaleX 2 %

Agar Casoy

Caldo infusién cerebro corazén

Agar sangre humana

Solucién estéril de NaCl al 0.85 %
Colorantes de Gram

Discos impregnados con factores X, V y XV
Suero Phadebact anti #. influenzae tipo b

Cepa testigo de H. influenzae tipo b

ii. Metodologia

En este trabajo se realizaron los andlisis microblolégicos de
180 exudados faringeos practicados a otras tantas personas sin
patologias aparentes en el tracto respiratorio: 90 varones y 90

mujeres, de diferentes edades (Tabla 5).

Recolecciébn y cultivo de las muestras

Los especimenes se recolectaron con hisopos de algodén
estériles a partir de la faringe, tomandose en consideracién
las precaucliones recomendadas para no incrementar la carga
microbiolégica con microorganismos presentes en boca y uwvula.
Posteriormente, se procedi6é a descargar el contenido de los
hisopos en placas de agar sangre y gelosa chocolate con 2 % de
IsoVitaleX y a estriar la superficie de las mismas con asas

esterilizadas a la flama. Las incubaciones
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correspondientes se llevaron a cabo a 35 - 37o C, durante 48 h
y bajo una tensién de 5 a 10 % de CO2 ~por el método de la
vela-. Las colonias que sugerian la presencia del
microorganismo -pequeflas, redondas, grisdceas, convexas y de
bordes regulares- se propagaron en otra placa de gelosa
chocolate con 1IsoVitaleX, con el objeto de obtener un
desarrollo abundante que permitiera realizar frotis al Gram y

las pruebas de identificacién.
Identificacién de H. influenzae

Una vez obtenidos los cultiveos abundantes de las colonias cuya
morfologia sugeria la presencia de Haemophilus, se llevaron a
cabo frotis al Gram -para verificar pureza y observar si las
caracteristicas microscépicas coincidian con las del
microorganismo- y las pruebas de requerimiento de los factores
X y V para identificar a la especie, Posteriormente, las cepas
.identificadas como H. influenzae se sometieron a reacclones’ de

coaglutinacién con suero anti- b.
iii. Resultados

Como se puede observar en la tabla 5, H. influenzae se detectd
en 21 de los 180 individuos sanos analizados, para una
incidencia global de 11.6 %. Cabe subrayar que ninguna de las

cepas aisladas pertenecia al serotipo b.



TABLA §. RESULTADOS

GRUPOS INDIVIDUOS POSITIVOS
ETARIOS MUESTREADOS
{ANOS) F M TOTAL F % M| % T [ %T
1-5 15 15 30 2 | 133} 1 | 66| 3 10
6-10 15 15 30 0 ()} 1 |68| 1| a3
11-13 15 15 30 3 | 20 1 166| 4 |133
14-19 15 15 30 2 | 133| 4 | 266! 6 | 20
20-29 15 15 30 2 {133 1 | 66| 3 | 10
30 15 15 30 3 {2 | 1|66 4 |133
O MAS . B B
TOTAL 920 90 180 12 [133| 9 | 10 | 21 | 118

LE
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En cuanto a los diferentes grupos etarlios estudiados, esta
especie se encontrd con mayor frecuencia en el de 14 a 19 afos
(20 %), seguido por el de 11 a 13 y el de 30 o mas {(cada uno
con 13.3 %), el de 1 a 5 y el de 20 a 29 {(con 10 %) vy,

finalmente, el de 6 a 10 (con 3.3 %).

Por lo que respecta a los dos sexos, H. Influenzae se detectd
con mayor frecuencia en la mujer (13.3 %) que en el varén (10
%). En las primeras, los grupos etarios con més aislamientos
fueron el de 11 a 13 y el de 30 aflos o mads (3 de 15 en cada
caso) mientras que, en los varones, fue el de 14 a 19 afios (con
4 de 15). Sin embargo, dado que las muestras por edad/sexo no
resultaron lo suficientemente numerosas, estos Ultimos datos no

pueden considerarse representativos.
iv. Discusién

‘De acuerdo a los resultados obtenidos, puedevafirmarse que, en
la poblacién estudiada, la frecuencia global de portadores
faringeos de H. influenzae (11,6 %) no difiere de las que se
han reportado en otros paises e implica que mis del 80 % de los
habitantes sanos de la Ciudad de México no presenta a este
microorganismo en las vias respiratorias altas. Lo anterior
sugiere que, cuando se aisla a H., influenzae en muestras
patolégicas provenientes de esta regién anatémica, las
posibilidades de que sea el generador o exacerbador del cuadro

clinico son muy elevadas y, por 1lo tanto, dque el
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paciente debe recibir el tratamiento adecuado para erradicar al

microorganismo. Por otra parte, la cifra obtenida -la cual es
relativamente baja-~, propone que el microorganismo es muy
virulento, ya que la elevada frecuencia con la que ocasiona
padecimientos respiratorios, oculares y o6ticos, contrasta con
los bajos indices de portadores que lo pueden diseminar o

transmitir al resto de los habitantes.

Por lo que se refiere a los diferentes grupos etarios
analizados, no se aprecia una diferencia muy clara entre los
indices encontrados en cada uno de ellos; sin embargo, se puede
afirmar que existen nifios de 1 a 10 afios que son portadores
faringeos del microorganismo, y que éstos no sélo fungen como
focos infecciosos en el hogar, las guarderias y las escuelas
sino que, ademas, corren el riesgo de verse afectados por él en
cuanto adquieran enfermedades respiratorias asociadas a otras

etiologias.

Por otra parte, el hecho de que H. influenzae se haya detectado
en personas de otras edades, obliga a pensar en otros focos
infecciosos que también diseminan al microorganismo, lo cual
obviamente adquiere mayor importancia cuando se trata de
individuos que comparten vivienda con nifios de 3 meses a 10

afos.

En este sentido, cabe recordar que esta especie es la principal

causante de meningitis infantil 'en nuestro medio vy
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que su via de contagio es precisamente la aérea. No obstante,

llama la atencién el hecho de que ninguna de las cepas
detectadas haya pertenecido al serotipo b. A este respecto,
cabe mencilonar que la cepa empleada come control positivo
garantiz6d la eficacia del suero utilizado, descartando la
posibilidad de falsos negativos. En consecuencia, se puede
inferir gue la mayor virulencia de este serotipo reduce
notablemente la posibilidad de que el individuo al que coloniza
no experimente patologias -como sucede en los portadores sanos-—
y, por lo tanto, gque la transmisién de este microorganismo se

encuentre restringida a los enfermos activos o convalescientes.

En cuanto al sexo de los portadores faringeos de esta especie,
en general, los indices resultaron un poco mayores en la mujer.
Sin embargo, la baja incldencia global que se observd en los
resultados no permite asegurar que exista una clara diferencia

en relacién al sexo de los portadores.

En resumen, es posible establecer que la frecuencia de
portadores faringeos de H. influenzae no es muy elevada ni

discrimina a un determinado sexo o grupo etario.
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1. La taxonomia asociada al género Haemophilus continaa
representando un reto dificil de superar para los

especialistas.

2.Dada su incuestionable relevancia en numerosas enfermedades,
es necesario uniformar los patrones bioquimicos en los que se

basa la identificacién de H#. influenzae.

3. Con respecto a los estudios epidemiolégicos, la tipificacién
de H, influenzae debe contemplar el empleo de sueros anti-
capsulares. En el caso de que se trate de cepas "no
tipificables" por este método, resultard conveniente aplicar la
clasificacién de Gratten =~en tanto los especialistas logran

ajustar la técnica que involucra a las OMP-,

4. En nuestro medio, la frecuencia de portadores faringecs de
H. influenzae es m4s reducida que la observada en otros paises,

independientemente de la edad y el sexo de las personas.

5. Es muy probable que la mayor virulencia de H influenzae tipo
b determine que, quienes lo adquieren, padezcan de afecciones

y, por ende, no puedan convertirse .en portadores sanos.

6. La transmisién del serotipo b parece estar restringida a los

enfermos activos y convalescientes.
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7. Al detectarse inéividuos afectados por H, influenzae no b,
resultaria conveniente efectuar exudados faringeos a las demas
personas que comparten la vivienda, ya que es posible que se
identifique al foco infeccioso -en cuyo caso el tratamiento no

s6lo involucraria al enfermo-.
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