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INTRODUCCION

En 1892, Pfeiffer, bacteridlogo alemdn y anterior asisten

te de Koch, aisld de enfermos con influenza a Haemophilus influen

zae (bacilo de Pfeiffer) al que se le atribuyd, errbneamente en-
1930, ser el agente etioldgico de la influenza epidémica. Poste-
riormente se demostrd que ésta es debida a un virus y de este mo
do, el nombre de "influenzae" no tiene importancia etioldgica. -
No obstante, como germen de asociacidn puede ser causa de compli
caciones de esa enfermedad.

En la primera infancia produce una laringotraqueitis (in-
flamacién de laringe y trdquea). Con cierta frecuencia se halla-
como Gnico germen en enfermedades pulmonares, en meningitis y en
docarditis.

Datos de diversos centros hospitalarios como son: el Hos-
pital Infantil de México, el Instituto Mexicéno de Asistencia a-
la Nifiez y el Hospital de Pediatria del IMSS demuestran que en -
los Gltimos 30 afios la incidencia del germen en padecimientos in
fantiles, es notable.

Con la aparicidén de los antibidticos y del subsecuente --—
uso inadecuado e incontrolado de que han sido objeto se ha pre--—
sentado el problema de cepas resistentes.

Dentro de los hospitales la morbilidad y la mortalidad --
global por padecimientos infecciosos, se relacionan intimamente-—

con el manejo adecuado o inadecuado de los antimicrobianos.



la presente tesis, enfocada sobre la SUSCEPTIBILIDAD DE -
HAEMOPHILUS INFLUENZAE Y VARIOS ANTIBIOTICOS, probada in vitro,-
tiene la intencidn de conocer cual es el comportamiento de esta-
bacteria ante ocho distintos antibidticos con el propdsito de --
orientar al clinico en el tratamiento de las infecciones que ésta
provoca.

Quiero agradecer al Dr. Leoncio Filloy, Jefe del Laborato
rio Clinico del Hospital Infantil de México, las facilidades que
me brindd dentro del Laboratorio para el desarrollo del presente
estudio.

Al Sr. R.F.B. Oscar Amor D. Profesor de la Facultad de --
Quimica, por su acertada asesoria.

Al Sr. Bibdlogo Esteban Borjas Garcia, por su ayuda y con-

sejos.



GENERALIDADES

Dentro del género Haemophilus se presentan especies patd-
genas tanto para el hombre como para animales inferiores. A estos
Gltimos corresponden las especies; H. suis y H. canis. En el hu-
mano las especies H. duplex (diplobacilo de Morax- Axenfeld), H.
ducreyi (bacilo de Ducrey), H. pertussis (bacilo de Bordet-Gen-—-
gou), que por presentar una marcada relacidn antigénica con cier

tas especies de Brucella en especial B. bronchiseptica se le ha-

colocado en un género separado, Bordetella, H. hemolyticus, H. =

parainfluenzae y por Gltimo; H. influenzae (bacilo de Pfeiffer).

MORFOLOGIA Y TINCION.

Este bacilo es considerado como una de las bacterias patd
genas mds pequefias, ya que sus dimensiones son de 1.4 micras de-
largo y 0.3 micras de ancho. S6lo en las colqnias lisas suele ob
servarse capsula, no esporula y es inmévil. En los cultivos sue~
le adoptar formas filamentosas que son caracteristicas de las ce
pas de qgue se trate (5, 7, 13, 21, 23).

Su forma es cocobacilar y aGn filamentosa, considerada la
primera "tipica" y las segundas "atipicas".

Las colonias en gelosa-sangre son pequefias y redondas, =--
aisladas y transparentes. Si el medio se encuentra contaminado -

(principalmente de Staphylococcus aureus) las colonias crecen de

mayor tamafio y m&s opacas alrededor de la colonia extrafia, pre--

sentdndose el fendmeno de "satelitismo" (12).

M oA



En gelosa chocolate el crecimiento es satisfactorio; las
colonias son grandes y translGcidas. Algunos autores las compa-
ran con gotas de rocio. Se tifie facilmente con los colorantes -
de la anilina y es negativa a la coloracidén de Gram con colora-

cidén bipolar.

FISIOLOGIA.

El bacilo de Pfeiffer pertenece al grupo de las bacte- -
rias hembéfilas, cuya caracteristica es la de requerir para su -
crecimiento de ciertos constituyentes presentes en la sangre -—-
fresca, como son el factor "X" que estd asociado a la hemoglobi
na v es termoestable y del factor "V" que se encuentra en la le
vadura y en varios extractos vegetales y es termolabil. Estos -
dos factores de crecimiento son requeridos por H. influenzae; -
ademds en los medios con sangre no produce hemdlisis.

No todas las especies de este género tienen los mismos -

requerimientos nutricionales, pues H. parainfluenzae requiere-

solo el factor "V", H. pertussis y H. ducreyi no requieren nin-
guno de los dos y como caracteristica adicional no ocasionan he
mdlisis en los medios. H. duplex, tampoco los requiere y puede-
0 no presentar hemdlisis.

En Gltima instancia, este requerimiento nutricional pue-
de ser un proceso de diferenciacidn entre las especies de este-
género.

Los medios de cultivo en los cuales el desarrollo de H.-
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influenzae es abundante, son:
a) Levinthal.
Preparado de desfibrinado de sangre de conejo o caba--
llo y caldo de infusidn cerebro corazén afiadido a una-
base de infusidén de agar.
b) Gelosa Chocolate.
Preparado afiadiendo sangre fresca a una infusidén de --
agar nutritivo caliente (60°C). El inconveniente de es
te medio es que no es diferencial pero por su facilidad
de preparacidn, con respecto al de Levinthal, fué el -
que se empled para las pruebas con antibidticos en es-—
te trabajo.
En cuanto a su actividad bioquimica; reduce el nitrato, -
forma indol y su capacidad fermentativa es medianamente alta, ya
que fermenta la glucosa y otros azlcares, pero se puede conside-

rar que no tiene valor diferencial (6, 7, 21, 23).

ANTIGENICIDAD.

Se ha encontrado que existen variaciones en las colonias-
de H. influenzae pues unas presentan la forma rugosa (R) y otras
la forma lisa (S). Esta Gltima es capsulada y presenta seis ti--—
pos inmunoldgicos diferentes que estdn clasificados como a,b,c,-
d,e y £ por el proceso de precipitacidn de carbohidratos (prue--—
bas de aglutinacidn) o por reaccidén de Quellung (pruebas de hin-

chazbén capsular). Estas reacciones son especificas mientras que-



las variedades (R) son antigénicamente heterogéneas (5,7,8,18).
Guardan cierta relacidn inmunoldgica con ciertos tipos -
de D. pneumoniae.
Se consisera que la mayor parte de las infecciones menin
geas por H. influenzae son producidas por el tipo b aunque algu

nos casos aislados son causados por los tipos a y f.

PATOGENICIDAD.

Queda marcado su alto poder patbégeno (2,13,21,9,20) por-
los frecuentes casos de meningitis que se presentan en los ni--
fios.

Como un agente pidgeno primario puede producir en la via
respiratoria superior neumonias, laringitis, sinusitis, osteo--

mielitis y patologia en otros 6rganos y sistemas.

VARIACION GENETICA Y RESISTENCIA.

Al igual que muchas otras bacterias, H. influenzae tiene
variaciones a nivel genético, Pittman logrd obtener la forma S-
virulenta a partir de la forma R no virulenta, en medios que con
tenian suero anti R y también en pases continuos en animales --
Alexander y Laidy, transformaron un tipo capsulado en otro por-
un brocedimiento similar al empleado para Pneumococcus, o sea,-
se inocularon animales con la cepa R avirulenta en combinacidn-
con una cepa muerta de S encapsulado y se obtuvé una cepa viva-
virulenta como resultado de la combinacidn genética de DNA, que

dié a las nuevas células la informacidn para elaborar el polisa



- carido capsular que no tenia (4,5,7,23).

El problema de resistencia de las bacterias a las sustan
cias antimicrobianas se demostrd desde 1907 y en 1910, Ehrlich-
determind que puede haber un cambio de susceptibilidad de un mi
croorgénismo a una sustancia quimica cuando ésta es aplicada en

el curso de un tratamiento o en los cultivos "in vitro".

SUSCEPTIBILIDAD ANTIMOCROBIANA.
Durante los Gltimos afios se han efectuado diversas prue-

" bas con antimicrobianos frente a Heamophilus influenzae.

Estas se han efectuado "in vitro" por distintos procedi-

mientos:

a) Sensibilidad en disco; midiendo los halos de inhibi--
cidn producidos por el efecto de los diversos antimi-
crobianos que se encuentren presentes.

Mediante esta prueba se observd la resistencia de H.-
influenzae a la Trimetopina (15).

Se aislaron 210 cepas de H. influenzae del esputo
de 63 pacientes con infecciones respiratorias crdéni--
cas, se empled para la prueba discos patrdn de Oxold-
gue es una combinacidén de sulfa metoxazol-Trimetopina
Los resultados fueron que 109 (52 %) cepas fueron re-
sistentes. Previamente se determind la concentracidn-—
minima inhibitoria para la sulfa metoxazol-Trimetopi-

na y que fué de 10 meg/ml en adelante. De 39 pacien--



b)

tes con tratamiento por esta droga se aislaron 32 ca--
sos (82%) con cepas resistentes y del mismo nimero, pe
ro sin tratamiento, cinco casos (12.5%) con cepas re--
sistentes (J.R. May-J. Davies).

En tubo por dilucidn seriada; observando la turbiedad-
del desarrollo.

La Dra. s;H. Wood Sell de la Universidad de Vander
bilt, en Nashville Tennessee, efectud pruebas de sensi
bilidad en tubo para 106 cepas de H. influenzae (42 ti
po b, 34 de otros tipos y 30 intipificables). Estas —--
pruebas fueron hechas en caldo de Levinthal y con cua-
tro drogas distintas que fueron; eritromicina, tetraci
clina, cefaloridina, triple sulfa (sulfatiazol, sulfa-
diacina y sulfameracina) y una combinacidn; triple sq;
fa con eritromicina (19).

Dentro de los resultados, se encontrd que la mds -
efectiva para la inhibicidén de las cepas fué la triple
sulfa, pues a 10 mg/1l00 ml inhibia cerca del 40 % de -
cepas intipificables y 20% de las tipificables. Dentro
de las escalas terapéuticos la eritromicina y tetraci-
clina fueron eficaces.

Por otra parte estudios de J.M. Randhand y H.C. —-—
Lichstein confirmaron el efecto de antibidticos selec-
tivos y otros inhibidores en competencia con el desa-—-

rrollo de H. influenzae (17).
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Este efecto de competencia a nivel de sintesis de
proteinas fué probado con estreptomicina, penicilina,
polimixina, cloramfenicol, novobiocina, eritromicina,
D cicloserina, 8 azoguanina y 6-azouracilo, el medio-
liquido utilizado fué tripticasa.

Dentro de los resultados encontrados se observd -
que la penicilina y la polimixina redujeron la viabi-
lidad celular mientras que los otros antibidticos tu-
vieron poco o ningGn efecto sobre esta viabilidad.

En la poblacidén de H. influenzae el estado de com
petencia a nivel de sintesis de proteinas fué demos--
trado desde que se observd que el cloramfenicol impe-
dia a desarrollo de esta bacteria (Goodgal en 1958, -
Stay en 1962; Leidy, Jaffee y Alexander en 1962).

En placa por dilucidn seriada; obsgrvando la presen--
cia o ausencia de desarrollo.

En forma comparativa S.E. Mc Linn y colaboradores
efectuaron la técnica de dilucidn progresiva de anti-
microbianos en placa y en tubo (16).

A setenta cepas de H. influenzae (49 capsuladas y
21 no capsuladas) aisladas de 30 nifios con otitis me-
dia aguda'y 40 con meningitis se les probd la suscep-
tibilidad con ocho antibidéticos (cefalexina, lincomi-
cina, cloramfenicol, ampicilina, tetraciclina, eritro

micina, penicilina y kanamicina) y dos sulfas (sulfa-
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soxazol). El medio de crecimiento fué Levinthal, para=
la dilucidn en tubo se utilizd caldo estéril de infu--
sién cerebro corazdn y agar para la dilucidn en placa.

De los resultados se observd que habia en placa --
una aparente resistencia a la ampicilina; en tubo todas
las cepas eran susceptibles a este antibidtico.

Se encontrd también susceptibilidad para la penici
lina, tetraciclina, cloramfenicol, eritromicina, sulfa
diazina, y sulfasoxazol. La lincomicina no fué efecti-
va y un mayor nGmero de cepas fueron resistentes a la-
cefaloxina.

Niveles de 10 a 20 mcg/ml de kanamicina se requi-—-

rieron para su inhibicidn.



MATERIAL

A. Material de Laboratorio.

B. Material Bioldgico.

A. Matérial de laboratorio.
1. Cajas de Petri de 15 x 100 mm.
2. Pipetas graduadas de 1,5 y 10 ml.
3. Tubos de ensayo de 12 x 120 mm.
4., Matraces Erlenmeyer de 1000 ml.
5. Probeta graduada de 1000 ml.
6. Portaobjetos de 25 x 75 mm.
7. Instrumentos para sembrar los indculos:
Asa y porta asa, replicador y pipetas Pasteur con agu
jas hipodérmicas.
8. Balanza analitica Mettler Mod. H 6.
9. Jeringa automéAtica BD-Cornwall de 2 ml.
10. Microscopio compuesto binocular Zeiss-Winkel.
11. Meédios de cultivo.
a) Gelosa chocolate (con extracto de levadura)
En 800 ml de agua destilada estéril se suspenden:
1. 16 g de proteosa peptona # 3 Difco.
2. 16 g de agar Difco.
3. 4 g de cloruro de sodio Q.P.
4. 4 g de fosfato dibdsico Q.P.

5. 0.5 g de dextrosa Q.P.
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6. 8 g de extracto de levadura Difco.
Se ‘calienta para disolver y para esterilizar a =-
(15 1b) 121°C durante 15'. Se enfria a 60°C y se-
agrega después la sangre humana calentandola para-
que se liberen los factores de crecimiento.
Se sirve en cajas de Petri esterilizadas.
b) Gelosa chocolate (con suplemento B)
Se prepara de igual manera que la anterior_pero -
no se le agrega el extracto de levadura sino que-
después de calentar la sangre, se deja enfriar un
poco y se agrega el suplemento B (concentrado es-
téril de levadura producido por los laboratorios-—
Difco para el desarrollo de H. influenzae y N. go
norrae especialmente).
c) Gelosa sangre.
Compuesta de gelosa nutritiva adicionada de 5% de
sangre de carnero. Servir en cajas Petri esterili
zadas.
12. Soluciones; Solucidn salina isotdnica esterilizada.
13. Antibidticos (1,4,10,11,14,22):
1. Ampicilina
2. Cefalotina
B Cloramfenicol
4. Kanamicina

5. Eritromicina
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6. Gentamicina
7. Novobiocina

8. Penicilina

B. Mate¥Xial Bioldgico:

Setenta cepas de H. influenzae que fueron aisladas de pa-
cientes con procesos infecciosos diversos en; vias respiratorias,
ojos, oidos, liquido cofalorraquideo y otros. Estas fueron pro--

porcionadas por el Hospital Infantil de México.



METODOS

N

A. Aislamiento, purificacidén e identificacidn de las cepas en es
tudio.

_De los enfermos con procesos infecciosos se procedid a to
mar los productos a los que més tarde se les aplicaria el estu--
dio bacterioldgico.

Cada toma se realizd con un hisopo estéril introduciéndo-
lo después en caldo de infusidn cerebro corazdn y se sembrd lo -
mids pronto posible, para el ILCR la toma del producto se efectud-
por medio de puncidn lumbar.

Para la siembra se emplearon los siguientes medios de cul
tivo en placa:

1. Gelosa sangre.— Medio inespecifico, en donde crecen la
mayoria de los microorganismos, tanto Gram positivos como Gram -
negativos.

2. Medio de T=rgitol.- Para el desarrollo de Enterobacte-—
rias.

3. Medio 110.- Para el desarrollo de Staphylococcus.

4. Gelosa chocolate.- Donde crece H. influenzae.

A las bacterias que presentaron las caracteristicas (colp
nias grises, translGcidas y aisladas) de H. influenzae se proce-
did a hacerles frotis por tincidn de Gram, para su identifica- -
cidén. Se sembraron en gelosa chocolate y en gelosa sangre, ya —-
que la ausencia de crecimiento en este Gltimo nos indica que se-

trata de esta bacteria, puescomo se dijo antes, los requirimientos

s
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nutricionales para ella no se encuentran presentes aqui. Aunque
para otras bacterias es necesario para su mejor identificacibn-
efectuar pruebas bioquimicas, para H. influenzae fué dificil ha
cerlo por los inconvenientes que presentd el medio en el que cre
cibs

Asi, en la identificacidn genérica de H. influenzae bas—-
td observar la morfologia de las colonias y la tincidn de Gram.

Se pudo asi tener la seguridad de gue se estaban emplean
do cepas puras de este germen.

Se procedid a hacer un segundo aislamiento ya que el es~-
tudio requeria de cepas puras, por lo cual se tomd una colonia-
y se sembrd en las placas por medio de estrias con asa. De esta

forma se fué diluyendo la concentracién de las células bacteria

nas hasta obtener colonias completamente aisladas.

B. Tipificacibén seroldgica:

El método que se empled para la tipificacidn seroldgica-
fué el comunmente usado en el laboratorio o sea, la reaccidn de
aglutinacidén en placa con antisuero polivalente y antisuero es-
pecificos de cada tipo seroldgico diferente. Los antisueros uti

lizados fueron; a,b,c,d,e,f y polivalente.

C. Determinacidn de la susceptibilidad de H. influenzae por el-
método de dilucidn progresiva en placa de agar (2,4,16).
A setenta cepas de H. influenzae se les probd la suscep-—

tibilidad con ocho antibidticos.
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1. Cepas prueba.

Que se obtuvieron de diversas fuentes de cultivo (ver ta
bla No. 3)

2. inbculo bacteriano.

De un cultivo de 24 hrs en placa gelosa chocolate incuba
do a 37°C se tomaron cinco colonias que se suspendieron en 1 ml
de solucidn salina isotdnica estéril.

El objeto de haber tomado cinco colonias fué para tener-
una poblacidn bacteriana homogénea y para evitar el riesgo de -
mutantes.

Para la aplicacién de los indculos, se utilizd primera--
mente un aplicador de alambre, gque consistia de una placa en la
que iban soldados diez y seis alambres equidistantes compren- -
diendo el &rea de la caja Petri. En la punta de cada alambre se
colocd un algoddn a manera de hisopo.

Este replicador, previamente se esterilizaba y en el mo-
mento de la aplicacidn sobre los algodones se depositaba con pi
peta Pasteur esterilizada, la dilucidn de cada una de las cepas
del microorganismo.

Después, con la misma dilucidn se aplicaron los indculos
por otro procedimiento, se emplearon pipetas Pasteur esteriliza
das,'aﬁicionadas en las puntas, con agujas desechables del nG-
mero 25 con objeto de obtener gotas pequefias que proporcionaran
una inoculacidn mds uniforme, m&s homogénea y con una concentra

cidén de bacterias aproximadamente conocida. Se calculd en térmi



nos aproximados que habia en cada inbdculo 105 microorganismos de
la siguiente manera: suponiendo que un cultivo de 24 hs. tiene -
lO6 células bacterianas por colonia, se considera que se estaba-
trabajando con 5 x 108 células, ya que se tomaron 5 colonias, si
las agujas proporcionan 0.02 ml por gota, que equivalen a una =--
cincuentava parte de 1 ml, se deduce que en cada gota por lo tan
to, habia una concentracibén aproximada de 10° bacterias.

Este método fué mads eficaz que el anterior, la manipula--
cibén se facilitd y los halos de crecimiento se observaron con ma
yor claridad, se manejd una dilucidn conocida y consecuentemente
se descartd el primer método.

3. Preparacidn de la dilucidén de los antibibticos.

Para 1llevar a cabo las pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana se requirieron, como se indicd antes, de ocho antibidti
cos en forma de sales puras, de las cuales seis (kanamicina, pe-
nicilina, gentamicina, eritromicina, ampicilina y cloramfenicol)
fueron proporcionados por la institucidén donde se desarrolld el-
presente trabajo, cefalotina por los laboratorios "Lilly de Méxi
co" y novobiocina por "Upjhon de México".

Para la dilucidén en placa, fueron hechas diluciones seria
das en agua destilada estéril y la concentracidn resultante fué-
afiadida al medio de gelosa chocolate.

Como la kanamicina y la gentamicina se presentaron en so-
lucidén se hicieron las siguientes diluciones:

Para la kanamicina:
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I. Frasco de 70 mg en 2 ml mds 8 ml de agua daba 7 mg/ml
II. 1 ml de la solucidén I mds 6 ml de agua daba 1 mg/ml

Para la gentamicina:

I. Frasco de 20 mg en 2 ml mas 18 ml de agua daba 1 mg/ml

Para la penicilina:

Se trabajdé en UO/ml. Se hicieron diluciones 1:10 a partir
de 10° hasta 1072,

De cada uno de los otros antibibéticos se pesaron 10 mg, -
diluyéndolos en 10 ml de agua esterilizada y obteniendo asi la -
solucidédn madre (SM); de esta solucidn se toma 1 ml al cual se le
agregan 4 ml de agua esterilizada para dar la sdlucién de traba-

jo:

1z 5 - 200 mcg/ml
Para la eritromicina:
Al principio se usd como disolvente alcohol absoluto y ==
después las diluciones siguientes, con agua destilada estéril.
Ya con la solucidn de trabajo se continGa haciendo dilu--—

ciones 1:2 hasta la concentracidén 1.5 mcg/ml gquedando:

DILUCION DISOLVENTE ANTIBIQTICO CONCENTRACION

T - 2 ml 200 mcg/ml
i O 1 ml 1l ml de I 100 it
I11. 1 ml " de II ’ 50 "
IVv. 1 ml " de III 25 s
V. 1 ml " de IV 2.5 "
VI, 1 ml " de Vv 6.2 ¥
VII= 1 ml " de VI 3.1 "
VEIX » 1 ml " de VII L5 *

IX. - " de VIII Descartar
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Una vez preparados 105 antimicrobianos y sus diluciones-
respectivas se les puede usar en un lapso de 7 dias, guardando-
las soluciones (SM) y de trabajo en el refrigerador, para prepa
rar lqs soluciones restantes en el momento de su empleo.

4, Preparacidn de la gelosa chocolate donde se requeri--—
ran diferentes cantidades de los antimicrobianos.

La gelosa chocolate se prepard como la indicd el marbete-
una vez esterilizada se procedid a enfriarla entre 48 y 50°C pa
ra evitar la inactivacidén de los antimicrobianos cuando se adi-
cionan a la gelosa.

La cantidad del medio y de las diluciones de los antimi-

crobianos que se afiadieron para cada caja de Petri fueron las -

siguientes:

DITUCION DEL i IE 181 Iv v VI VII VIII
ANTIMICROBIA~ .

NO EN ml 2 2 2 2 2 2 2 2

CANTIDAD DE -

GELOSA EN ml 18 18 18 18 18 18 18 18
CONCENTRACION

FINAL EN = = ' .

mcg/ml 20 10 5 2:5 ls25 0462 0.31 0..15

Se miden las cantidades de antimicrobiano con pipeta es-
terilizada y la gelosa chocolate con jeringa automidtica; se va-
cian a los tubos para que se mezclen bien y se vacia en cajas -
de Petri. Se dejan solidificar y se guardan en el refrigerador-

hasta el momento de su empleo.

¥
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5. Lectura de los resultados; se colocan las cajas en or-
den progresivo a las concentraciones de los agentes antimicrobia
nos, tomando como concentracidn efectiva la mids baja en la cual-
no hubo desarrollo microbiano. A ésta se le ha llamado "Concen==

tracidn Inhibitoria Minima" (CMI).



RESULTADOS

Ya determinada la CMI que presentd esta especie, se proce
did a representar graficamente los resultados obtenidos. Estos -
resultados de las pruebas de sensibilidad de las setenta cepas =

de Haemophilus influenzae probadas con los antibidticos de des—-

criben en las tablas 1 y 2 lo mismo que en las graficas adjuntas.

La tabla 1 se refiere al porcentaje acumulativo de las se
tenta cepas probadas.

La tabla 2 se refiere al nimero de cepas inhibidas equiva
lentes al porcentaje acumulado. Este mismo nimero se graficd con
tra las distintas concentraciones de los antimicrobianos.

Dichas concentraciones quedan expresadas.en mcg/ml y van-
desde 20 mcg/ml hasta 0.08 mcg/ml. que es la dilucidn més baja.

"Como la penicilina se trabajd en UO/ml las concentracio--
nes quedaron expresadas desde 100 UO/ml hasta 0.0l UO/ml.

Debajo de cada columna donde se manifiesta la concentra--
cibébn de antimicrobiano, se muestran las proporciones de cepas ya
inhibidas por esa concentracidén y de las que son resistentes.

De acuerdo con el criterio que se sigue en la clinica, en
el tratamiento de estas infecciones con antibiéticos, llamamos -
cepas resistentes a aquellas que fueron capaces de crecer en las
concentraciones de 10 o mads mcg/ml.

También se observa en los resultados que a la concentra-—-
cidén de 10 mcg/ml el cloramfenicol pudo inhibir totalmente el —-

crecimiento de las cepas de H. influenzae. Para la concentracién
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de 2.5 mcg/ml a 0.625 mcg/ml se presenta un amplio rango para ce
falotina, kanamicina y eritromicina. En la escala que va de0.125
mcg/ml a 0.625 mcg/ml a 0.156 mcg/ml gentamicina, novobiocina y-
ampicilina marcaron una actividad de inhibicidén muy eficaz, aun-

que esta Gltima medianamente a 0.156 mcg/ml.



CMI de antibid-

tico en mcg/ml. 0.08 0.156 0.625 245 10 > 20
AMPICILINA No hay inhibicidn 5547 100

CEFALOTINA " No hay inhibicidn 811 100
CLORAMFENICOL " g No hay inhibicidn 74 .2 100
KANAMICINA " v 94,2 100
ERITROMICINA e 2 9l.4 100
GENTAMICINA o 97«1 100

NOVOBIOCINA " 98.5 100

CMI del amtibid

tico en UO/ml 0.01 0.1 1 10
PENICILINA No hay inhibicién | No hay inhibicidn 97 .1 loo

Porcentaje acumulativo de 70 cepas de H. influenzae

inhibidas por les antimicrobianos




CMI de antibid-

tico en mcg/ml. 0.08 0.156 0.625 2.5 10 >20
AMPICILINA No hay inhibicién 39 70

CEFALOTINA L No hay inhibicidn 57 70
CLORAMFENICOL - " No hay inhibicidn 52 70
KANAMICINA e . 66 70
ERITROMICINA 4 Y 64 70
GENTAMICINA " 68 70

NOVOBIOCINA & 69 70

CMI de antibid~

tico en UO/ml 0.01 0.1 1 10
PENICILINA No hay inhibicidn No hay inhibicién 68 70

TABIA No.

Nimero de cepas de H. influenzae inhibidas por

los antimicrobianos




FUENTES DE CULTIVO Tipo a b e el e Intipificables Suma

Secreciones de vias

respiratorias - 5 - - - 23 28

Secreciones Oticas 2 4 - 1 - 16 23

Secreciones Oculares - 2 - - - 7 9

Liquido Cefalorraqui

deo - 2 - - - 3 5

Otros (secrecidn va-

ginal, abcesos) - 2 - - - 3 5
Total 70

TABIA No. 3

Tipificacidn seroldégica de 70 cepas de
Haemophilus influenzae.
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DISCUSTION

i. En el estudio de la tipificacidn seroldgica encontra-
mos que el 74.2 % de las cepas fueron intipificables, el 21.2 % -
fueron "b" el 2.8 % fueron "a" y el 1.2 % fueron "d".

Del 74.2 de cepas que resultaron intipificables se conside
ré que algunas de las causas por las que no fueron tipificadas --
fueron:

a) Por no quedar dentro de los tipos serolbgicos estudia--

dos.

b) Por encontrarse en fase rugosa.

De las cepas tipificadas predomind el tipo b, por lo que -
se concluyd que este era el tipo causante principal de las infec—
ciones intrahospitalarias.

Por lo que se refiere a la técnica empleada consideramos -
que se puede emplear con facilidad y no requiere de un equipo es-
pecial, ademds se elimina la preparacidn de antisueros, propaga-—-
cién y titulacidén de fagos, inherentes a las técnicas de tipifica
cidén seroldgica y por bacteridfagos. Por consiguiente el método, -
no obstante de la simplicidad de la técnica y lo basico de los ma
teriales, ofrece ventajas sobre los métodos antes citados pudien-
do emplearse perfectamente en la rutina del laboratorio.

2 Dentro de las graficas se observa que la pendiente y-
longitud de las rectas son importantes debido a que la mayor lon-
gitud de las curvas nos indica la necesidad de una mayor concentra

cibén del antibidtico para obtener una inhibicién total y a menor -
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inclinacién mayor actividad de dicha inhibicidn sobre las bacte-
rias, con excepcidn de la ampicilina que no obstante presenta --
una mayor inclinacién de la pendiente presenta también una marca
da actividad en un rango de concentracidn mis pequefio.

En la grafica No. 1 se observa que el antibibtico que pre
senta una inclinacidén de la pendiente menor fué la novobiocina -
que consecuentemente fué el mds efectivo.

Y el que presenta la menor actividad por presentar una in
clinacidén de la pendiente mids alta fue la cefalotina lo que'esta
de acuerdo con los resultados obtenidos.

En la gradfica No. 2 se observa que en relacidn con el clo
ramfenicol la penicilina fué més activa por presentar menor in--

clinacidn de la pendiente.



RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se realizd el estudio sobre H. influenzae; identificacidn
tipificacidn y susceptibilidad in vitro, respecto a diversos an-
timicrobianos. El estudio se realizd en tres partes:

A) Aislamiento, purificacién e identificacidén de setenta-
cepas de H. influenzae, que fueron obtenidas del Hospital Infan-
til de México.

B) Tipificacién por pruebas de aglutinacidn, empledndose-
antisueros especificos; a,b,c,d,=,f y polivalente.

C) Determinacidn de la susceptibilidad a algunos agentes-—
antimicrobianos con la técnica de dilucidn progresiva en placa -
de agar; para lo cual se emplearon los siguientes antibidticos;

Ampicilina, cefalotina, cloramfenicol, eritromicina, gen-
tamicina, kanamicina, novobiocina y penicilina; siendo estos los
antibibdticos actualmente recomendados en el tratamiento de las -

infecciones causadas por Haemophilus influenzae.

Dentro de los resultados que se obtuvieron se observd que
el 21.2 % de las cepas que se tipificaron pertenecen al tipo se-
_roldgico b que es el mds importante porque es el que produce las
enfermedades caracteristicas de esta especie.

Por lo que respecta a la susceptibilidad hacia los antimi
crobianos, encontramos gie los antibidticos mds efectivos por or

den de actividad fueron:



1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)

8)

Novobiocina
Gentamicina
Ampicilina
Kanamicina
Eritromicina
Cefalotina
Penicilina

Cloramfenicol
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