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RESUMEN 

Durante el perlado comprendido entre Julio-92 a Harzo-93 se 

tomaron un total de 252 muestras de Nuofarlnge, en los hospitales de 

Pedlatria y Cardlologia de niños portadores sanos, Se obtuvo un 

total de 76 aislamientos de Haemaphilus in/Juenzae, Siendo los 

eorollpos tlo Tlplflcablos los que se encontraron en mayor porcentaje 

( 75 % ), los seratlpos a,c·f ( 15,6% > y Jos tipo b ( 9.2 > se 

obtuvieron en menor porcentaje. El blotlpo que más se encentro fue el 

1 < 35,5% l, seguida por el biollpo IV ( 22,3% )¡ el que menor 

porcentaje obluYo fue el biotlpo v. del biotlpo VI no se encentro 

ninguna cepa. Se obtuvieron cepas resistentes a los siguientes 

antimicroblanos: Am0xaclllna16 especies>, Ampicilina t18l, Amo1taclllna 

Clavulanato t2), Er l tromiclna(l), y Penici 1lna(19). Ctoramfenlco 1, 

Cefuroxlme, Ceftriaxone y 11iocamlclna fueron los antimlcrobianos más 

eflclentes. El blotlpo 1 No Tlplflc&.ble fueron las esptH.:lus con Cl:l/Or 

porcentaje de resistencia, Se encentro que en las épocas estaciona les 

de verano e invierno la proporción de als !amientos fue semejante, asi 

como los biotipos y serotipos. Sin embargo se encontrarón más cepas 

resistenleG l61.1%l la época estacional de invierno, Por lo 

anterior, se considera al Cloranfenicol 1 prlclpalmente, como un 

antlbiotico de primera elección en enfermedades graves ocasionadas 

por H. J°nfluErnzae. 



INTRODUCCION. 

Los miembros del g~nero HiitJmophilus son bacterias 

que forman parte de la flora normal del aparato 

respiratorio humano y de muchas especies animales, siendo 

punto de vtsta clinlco. 

Su forma de bacilo cacobaci lo gramne~ativo, 

Reneralmente menores de 1 de ancho y longitud variable 

con m&rc.::1.Jo p\•Jomurf ismo, iJll(unas- V•.?ces forman hl los lar~os 

y filamentosos. Son inmóviles, no esporulados, aerobios 

anaerobios facullatlvos. Son exigentes nutricionalmenle, ya 

que requieren f~ctor 

Adenlna Dlnucleolldo > 

< Hemina l y factor V ( Nlcotinamida 

ll~L~mc..-.ph i J us i ni J t1tu1=.:i"" requiere 

ambos faCtores , mientras que otras especies del género 

requiere11 solo u110 de ellos ( 6,9,12 1 26,28.35 >. 

Un gran número de especie.os poseen capsula. la que jue~a 

un papel impol tante en la pato~~nlcidad, especificidad de 

serottpo y producción de inmunidad. Las cepas capsulada9 do 

Haemophilus influen=.a~ se clasifi~:an serológicamente en 

seis tipos, con base en la composicion quimiua de l.:i 

cápsula, designándose de la a-f. El serot.lpo b se asocia 



con más frecuencia a entermedades sistémicas y menlngltis. 

sobre todo en niños menores de cinco años, sin embargo 

los serotipos a,c y f, tambien pueden producir meningitis. 

Tambien se lo asocia con otras enfermedades como son : 

Otitis Media, Ne1Jmon1a, Artritis Séptica, Celulitis, 11lc. 

( 2,5,11.\::!,14-17,20-22,24.~6 ), 

En nuestro pais, se reporta que en los casos de Ingreso 

a hospiln.Jes del Distrll.o Federal y de la ciudad de PuE>bla 

que Hemophi/us influen;:30: tipo bes el responsable dr:tl 20 

al 45 % de las menin~oencefalilis bacterianas en niños 

menores de cinco a~os de edad < 21,34 >. 

Las cepas de H~omophilt1s inflt1€'1r1=~:;ie se han diferenciado 

en ocho biotipos < 34 ), La importancia rie determinar 

el biotipo ha sido demostn~.do varios estudios, en 

donde se encuentra que la mayor1a de las cepas en 

casos de meningitis y las que mostraron mayor 

resistencia a Jos antimicrobianos pertenece al biotipo 1 

( 22.,24,26,35 ). 

,Se repor t.a también este sentido que el número de 

aislamientos de l~emophilus inilue11=a@ varia da acuerdo a 

la epoca estacional en qua se loman las muestras ( 20 ). 



La resistencia de los microorganismos los 

medicamentos surge a consecuencia de cambios genéticos y 

de los proce.sos subsiguientes de selección por 1 os 

medlcament.03 ant.lmlcroblanos, esto es, por tratamlanto con 

el antibtotlco frente al que ha desarrollado la 

resistencia, el mutante queda selectivamente prole~ldo y 

puede multiplicarse, mientras que los organismos más 

sensible son destruidos. Estos cambios genéticos pueden 

dividirse en : a> Resistencia cromosómlca y b> Resistencia 

e1<tracromosomlca. En los primeros se desarrolla. 1:1:>mo 

resultado de la mutación espontánea en un locus que 

controla la suscepllbl lidad un antimlcroblano 

determl nado. En 1 os segundos, las bacter las cont 1 enen 

elementos genéticos extracromosómlcos llamados Plásmidos. 

Los factores R constituyen una clase de plásmidos que 

portan genes para la resistencia a uno y a menudo a varios 

medicamentos. Sin embargo también existen mecanismos de 

resistencia no g~nétlcos.En estos casos los microorganismos 

pueden perder la estructura de blanco especifica para algUn 

medicamento durante varias generaciones y adquirir de esta 

forma la resistencia C 15,22 ) •• 

Desde hace aproximadamente 20 afias se han reportado 



cepas resistentes de Haemophl Jus influen=.3~ oiertos 

antibióticas , Para Haemophilus inf/u&n.::ae en 1974 

reportaron en EEUU las primeras cepas rc-zí::;tentes a la 

AmpfcJllno, encontrándose que e 1 de 

rns 1 st.<..-t1<.::la fUl.l prJt J ~I 

mecanismo responsable de la resistencia la i:t11tplci l lna 

En nuestro pats en 1978 se encontraron cep~s de 

flaemophi J us i nf I uenzae rJi:i I tipo aislados del liq1.1ido 

cefalorraquídeo C LCR J de niños con meningoencefalitis 

purÚlent.a r~slstentes este antfmicrobiano C 20 l. 

Desde 1980 , se han reportado cepas de llaemophiiu,c; 

Jnf Juen.zae reslstent.es al Cloranfenicol, cons i di=irado 

hasta nuestros dias como 

elección e 2,20,38 >. 

un medicamento de primera 

En 198~ la Fed,..ral Drug Administration e FDA ) de Jos 

Estados Unidos, autorizó la vacuna del pal isacarido 

capsular H. influ€?nzae tipo b, la cual no es inmuno;;énica en 

menores de 18 meses de edad. Desde entonce~ se empezaron 

evaluar las vacunas de lla8mophJJus conjugadas r::on prot.1;1ina., 

que incluyen el poi isacárido capsular PRP <:tsoclado 

covalentemente al toxolde diftérico 1 D > o al tetánico 

s 



í T >, a prolelnas de la membrana externa de meningococo 

{ OHP> o bien, oligosacárido de Jl.intluen:.:ii:>. tipo b 

asociado a CRH, que es un11 molécul~" atóxic.a df:' Ja toxinA 

diftérica. E11 1987' se autori.::o l .. 'l primer¿a v~qcuna coJJ.fu1:bqd,;i 

Ja cual resultó inmunogenlc~q en niños menores de 18 

meses y 2n J!;J9J St... dü}O de rDcamtJndzi.r la v.:icurB de 

polisacárido solo}' se hi.::3 obllpatorio en Estados Unidos 

la administracion en infa11tes de Ja vacuna conjugada ct.1ntra 

H. influenzae tipo b. En la actual id<.1d se cuenta con cuatro 

vacunas que tienen mayor efecto inmunogénico en menores 

de año y medio de edad: PRF'-D, PRP-CRl1, rRP-011F', y 

PRP-T < 34 l. 

Por lo anterior, se hi=o nocesario la realización del 

presente trabajo sobre la sensibi 1 idad de estos 

alg11nos antimicrobianos primera m icroor ga11i smos 

elecci6n 1 Eisi rlet~rminar su variación estacional en 

tres epocas estacionales del año. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Haemophi lus influenzae •• una bacter fa da gran 

importancia clinica, ya que son causantes de una gran 

variedad de enfermedades. Sln embargo, en MéKico no existe 

lnformación reciente sobre estos microorganismos • En este 

serrtido fue necesario realizar e 1 presente estudio 

sobre la s~nsibi 1 idad de estos microorganismos 

algunos antimlcrobianos de primera el~cción especialmente 

AfTlpicilina y Cloranfenicol, asi determinar la 

variación del número de aislamientos, tipos y biotipos 

de esta bacteria en tres diferentes épocas del año. 

El est•Jdio se rea.l iz6 con niños sanos con üdades entre 

los dos meses y 11~ años de edad , asistentes a 1 Hospital de 

Pediatría y al Hospital de Cardiología , ubicados en el 

Cenlro Médico Nacional Siglo XXI , IMSS • 
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HIPOTESIS. 

El porcentaje de resistencia de Haemophilvs inf/uenzse 

a los antimicrobianos de primera elección ha aumentado a 

partir del UI limo reporte publicado en nuestro país. 

El nU.mero de aislamientos es mayor en la época 

estacional de Invierno; as1 como la especitlcldad dP. sus 

serotipos· y los biotipos. 

La producción de B-lactamasas a 1 macan i smo de 

resistencia más f rec1Jente en H.3flmi..-.phi Jus inf/uen.~¿:a~: al 

porcentaje de producción de fl~Laclamasa seria diferente de 

acuerdo al biotlpo. 



OBJET l VOS. 

Objetivo General. 

Determinar la resistencia de Haemophi Jus inf}uen.:ae a 

nueve antimicrobianos en microorganismos aislados de 

nasofarlnge de niños portadores sanos. 

Objetivos Particulares. 

Determinar el porcentaje de aislamientos de Haemophilus 

inf Juen=ae en muestras de nasofaringe de portadores sanos 

en edad pediátrica en las épocas estacionales de 

Verano, Otoño e Invierno, 

Conocer la resistencia de Haemophi Jus inf/uenzae a 

Amoxacilina, 

Cloranfenicol, 

Ampici 1 ina 1 

Cefuroxime, 

Penici 1 ina y Ceftriaxone. 

Amoxac i 1 i na 

Eritromicina, 

Clavulanato, 

Miocamicina, 

Determinar la correlación entre las cepas resistentes de 

Haemophilus influenzae y sus biotipos. 

Determinar la correlación de biotipos y la producción de 

¡;-La.eta.masa. 



ME TODO. 

A ) Taina de Muestras. 

S¿ lomaron mueslr3s de nasotaringe por medio de hisopos 

i::on a 1 ¡.?odbn estér 11 ni ñas sanos c.:in cd~1d-:•s 

comprendidas enlre l•:is dos meses y lit años de edad, que 

asistieron a consulta externa del llospitol de Pedlatria 

al Hospital d~ Cardlolog1a e11 el C~11t.ro 11ádico Nacional 

Siglo XXI del 1.M.S.S. Se uti li;:o el medio de Stuart t 24 } 

para transportar las m1Jest.ras 3¡ l<1b•:ir;:.t.orio, en dond~ 

se ana t i::aron. 

B ) Trabajo Experimental. 

Las mu~stra~ 1Jbtenldas s~ u~n1br~ru11 inmediatamente en 

Agar Chocolate enriquecido y ~e incubaron en atmostera de 

Dióxido do C<lrbo1w .:.il 10'ii> 

1 6,7,33,35 ). 

La identlflcacion del H~t?mophi/us l11f/urJn:3e se rea.lizó 

de acuerdo a los siguientes métodos. 

10 



L- Morfologta La bacteria Haemophj J us í ni J uen;:;¡.e 

creció en el Agar Chocolate Enriquecido como colonias 

semitraslúcldas , húmedas , ! Isas , convexas y sin olor 

caracteristlco ( 26,35 ), 

~ - Tlnclón de Gram : Se ob•ervaron bacilos ploomórflcos 

gramneRallvos e 26,33 ), 

3.- Prueba de Satelltlsmo a colonias de Sl~phy/ococcus 

aureus • Esta pr1J1:rba se ut!llz6 para if'.;S 

requerimientos nutriclonales de Haemophí/us ínflu~n;:ae. Se 

realizó un subcultivo de la bacteria problema en Agar 

Sangre de Carnero y sin estria de una cepa de 

Staphylococcus aureus, Ja. cual proporciono el Factor V 

<NAO> que requiere el HaemophjJus ínfluenzae para su 

crecimiento. Esla bacteria apareció como pequeRas colonia~ 

tipo " gota de roela " dentro de las zo11as productoras 

del Factor V C 24,26,34,35 >. 

4.- Prueba de la Oxidasa : Esta prueba indicó la presencia 

de la enzima Citocromo Oxldasa presente en las bacterias 

gramnegativas • Con una varilla de madera se tomó una 

pequefia porción ~e la colonia del microorganismo en estudio 

11 



y se frotó sobre el disco de oxldasa previamente húmedicido 

con solución fisiológica esteril. El Ha~mophi/us influenzae 

dio una reacción poslti~a a esta pruAba f 14,26,34,35 ), 

S.- Pru~ba do la Catnlasa : Ln bacteria que pose~ la t=tn::im¡_¡ 

de la Cata lasa, calal Iza la 1 lbnración de a~ua y oxigeno 

partir del peróxido da hidro~eno. H3emophi/us infJuenzae 

dio una prueba positiva. Con un pal 11 lo apl icador 

se transfieren células del centro de una colonia aislada 

a la superficie de un portaobjetos. Se agregó una gota de 

peróxido de hldrógtJno al .3s sobre las celulas q•Je se 

probaron < 14,26,34,35 ), 

7.- Prueba Serologica 

AglutinaCión en Placa 

La pr1Jeba que se utilizó fue la de 

Las bacterias y otras células en 

suspensión se aglutinan cuando se mezclan con anticuerpos 

dirigidos contra los componelllos da su superficie . Se hizo 

una suspensio11 gruesa de la bacteria por identificar en 

solución de cloruro de sodio 0.15 N. Se colocó una gota 

anti suero tipif icador conocido. Se a~J tó con un apl icador 

de madera y se buscó la formacion de grumos bacterianos 

12 



en un lapso de 1 minuto, se determinaron tos serottpos 

b, a,c-f y los No Tlplflcables ( 26,34 ). El reactivo de 

coag l utl nac l ón 

C Phadebact >. 

puede adquirirse oomerr:ialmente 

B. - Blotlpos. Para la diferenciación d~ los biotipos se 

uti l lzaron las siguientes pruebas bloquimlcas q;: 

Prueba del lndol . Et sustrato fue L-trtptófano 0.1" en 

buffer fosfalo 0.05M pH 6.8. Después de la incubación 

durante cuatro horas con las bacterias se añadió un 

volumen de reactivo de Kovacs y se agitó la me=cla El 

color rajo 1 a fase superior de alcohol nos indicó 

la pres ene ia del ludo 1 

Prueba de 1Jreasa El sustrato se preparo o. 1 g 

Fosfato de Pol~~lu rnonob8stco v O.lg de Fosfato de 

Potasio Dibasico, 0.5 g de Cloruro de Sodio 0.5 ml di) 

Rojo de Fenal diluido <1:500 en 100 ml de agua destilada). 

Se ajustó el pH a 7.0 con Hidróxido de Sodio, se pasó 

por a u toe 1 ave y añad le ron de solución 

acuosa de urea al 20%. El color rojo rosado que aparecio 

dentro de las primeras cuatro horas de incubación 

nos 1ndlco una reacción posltlva, <presencia de la 1Jr'3asa), 

13 



mientras que una reacción negativa fue la que se 

obtuvo al no haber cambio de colar (amarillo anaranjado ) 

en el medio. 

Prueba de la Ornltlna Oescarbi:nd lasa • El sustrato fue el 

utilizadó para otras bacterias • No obstante se inoculó 

abundant.o<;!mt)nt.e> d~ la bar.:l1:-1·la • El i1 .. ~snrrol lo de un color 

pU.rpura en 4 a 24 horas nos indico la actividad de la 

ornltina descarboxllasa < 26 >. 

En base al lipa de reaccion 1 positiva o negativa ) que 

desarrollo la cepa problema e11 estas tres pruebas se 

·determino el ldotipo que \c. .. correspondio de acuerdo al 

siguiente cuadro 1 Lennelte >. 

BIOTIPO Indo! Ureasa Ornitina 

11 

111 

IV 

V 

VI 

14 



9,- Las cepas se conservaron en caldo de 1ntus16n Cerebro 

Corazón C BHJ > con 15% de glicerol Y se congelaron a 

-70• e para utl t izarse posteriormente. 

10.- Producción de fl-Lactamasa • La prueba que se utili~ó 

para demostrar la producción de p-Lactamasa fue la del 

Hélodo lodomeltlco. Basada la producción del Acido 

Penicllólco. Se preparó una solución de yodo disolviendo 

2.03 g de yodo 53.2 g de Yoduro de Potasio en 100 mi de 

agua destilada. Una solución de almidón indicador 

disolviendo 1 g de almidón en 100 mi de agua destilada. Una 

solución reguladora de fosfatos O.OS M a pH 5,8, y una 

solución de Penicllina-G disolviendo 10,000,000 UI en 10 ml 

de regulador de tosfatos • Se dividieron volúmenes de 

o.~ mi y se con~elaron hasta su utilización. Se preparó una 

suspensión del desarrollo bacteriano en la 

penicilina-regulador, de aproximadamente· 10 

mezcla 

células 

e standard el Num, 1 de Mac Farland ), Se incubaron una hora 

a temperatura ambiente y se añadieron dos gotas de almidón 

indicador una pequeña gota de solución de yodo y 

mezcló. Sa Incluyó como control una copa de 

St~phy/acoccus at1reus productora da p-Lactamasn y como 

15 



control negativo una cepa bacteriana no productora de 

p-Lactamasa.La aparición rápida de un color azul se debió a 

la reacción del yodo can' el almidón; Se agito la me::.cla 

durante minuto. La persistencia del color azul por 

más de 10 minutos constituyo una prueba negativa. Al 

contrario la decoloración rápida del medio nos indicó 

una prueba positiva < 24,34,39 J, 

Prueba de Sensibilidades. 

Método Dilución Seriada en Placa. 

El medio que se utilizó para llevar acabo esta prueba en 

Haemophi/us intluenzae f IJ0 Aga r de Muel ler-Hi 1 ton 

adicionando sangre de carnero y enrlqueclmiento 1 se calentó 

hasta obtener •Jn agar chccolatado. 

La canlidad Je anllblotico el volumen que se utl 1 l::ó 

para rea 1 l=."lr la dl luciones se d1~termlno por medio de lo.~ 

siguientes fórmulas : 

Peso ( mi; l V_Q.LtH!!!UL..L.mJ._,1 ___ !(. __ 1.~9.n!=i¡!:!1.~ I:'J?·S:J_9,n_L_mg_gL_m_L 
Po lene La l mcg/mg ) 

16 



Vo 1 umen C m 1· } Peso < mg } IC Potencia < mcg/ mg > 
Concentración < mcg/m 1 > 

Las concentraciones que se utilizaron fueron 1 as 

siguientes o.os, 0.12, o.2s 1 o.s, 1.0, 2.0, 4.0, e.o, 

16.0, 32.0, 64.0 mcg/ml. 

Preparacl6n de Placas. 

Cada placa contenía 20 mi de agar con el antiblóllco. En 

un matraz Erlenmayer de 250 mi se agregó el volumen 

del antiblotlco que se obtuvo en los cálculos realizados 

por medio de las fórmulas anteriores. Se le agrego 40 mi de 

agar < a 50° C apro1elmadamente > y se mezclaron, se 

virtieron 20 mi una primera placa de petrl, la cual 

con-tenia la conc1111tracl6n más al ta del ant 1bi6t1 co 

< 64 mcg/ml >. 

f'oster tormente los 20 mi restantes en el primer 

matraz 1 se le agregaron otros 20 mi de a ga r y se 

mezc 1aron 1 se virtleron 20 mi a una segunda placa 

< concentracJón de 32 mcg/ml ), Este procedimiento continuó 

has ta que 1 a concent rae l ón fue de 0.06 mci;:/ml. Este 

procedlmlento se rea 1 izó para cada uno de los 

nueve antlmlcrobianos. 

17 



La cepa problema y los controles conocidos se sembraron 

en caldo de BHI. a partir del cultivo obtenido en 

agar chocolate. La suspensiones ajustaron hasta igualar 

la turbiedad del tubo 0.5 de Mac Farland y antes d-= 

usarse se di lu~·ó 1: 10, 

Cada cepa y los controles se colocaron en los pozos del 

Replicador de Steers, Se repl lcaron sobre la superficie de 

cada una dP. las placas q~e contentan cada dilución del 

antimicrobiano. Se incubar·ón a 37° C durante 4 horas 

atmosfera parcial de bioxldo de 1::arbono. Al termino di:- la 

incubacion, se busca el crecimiento bacteriano y se 

determino la concentracion mlnima inhibitoria ( CM! l del 

antimlcrobiano. se registró la CMI para la cepa problema)' 

ese valor comp<.iro con lo reportado ·~n la l iter~ture1, 

para reportar la cepa como resisl&11te o sensible 

al antimlcrobiano probado 1 :;'.!tt,26,31 >. 



R E S U L T A D O S 



Se analizaron un total de 252 muestras, atstandose 76 

cepas de fl~~omophi Ius influr:>n~ae obt.enlendos~ por lo tantu 

un porcentaje del 30.1%. En el cuadro uno se muestra el 

porcentaje de aislamientos que se obtuvieron se~un el 

tipo da cultivo analizado. El porcentaje más allo se 

obtuvo para las muestras de nasofarlnge C 15.5% 1, sin 

embargo, estadísticamente no eKisten diferencias 

significativas con las muestras tomadas de faringe <14.6%>. 
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Cuadro 1.Rela.ción entre el Y.. de aisla.mientes v 

tipo de Cultivo. 

Tipo de 

Cultivo 

Nasofaringeo 

Far l ngeos 

Total 

No, de No.de 

Cultivos Aislmientos 

161 39 

91 37 

252 76 

20 

%/tipo de % Total 

Cultivo 

24.:<: 15.5 

40.6 1lt,6 

30.1 30.1 



El cuadro 2 muest.ra la relación pntre los SP.rotipo~ y t"?I 

tipo de ml1eslra que 

tipos de cultivo el 

.;,nalizo. ;-;~ eno:::ontró que en los dos 

porccinlaJe m~'\s al lo q•.1P. se obt.uv1l 

fueron part.1 las esp~cJes No TJplli•::.'.liJll•s í 75'-, y oC?l de 

menor porcentaje fu>::> e I s~rollpo b ( 9.~% ) La 

diferencia. por el análisis de proporciones mostró ser 

estadistlcamBnte si~nlficatlva 1 p = \ 0.0001 ). 
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Cuadro 2. Porcentaje de Serotipcs de H .. inr"luP.nzae 
*No Ti11ihcables. 

Tipo de Cultivo Aislamientos SEROTIPOS 

b act 11. T.• 

Nasofaringeo 76 7 1.2 57 

Porcentaje 100 9.2 15. 8 75.0 
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En lo que respecta la relacian entre los biotipos de 

H.Jn!JuPn:ae que muostr~n 8n el cuadro sB onco11tro 

que los biotipos con excepción del 

estuvieron representados. Las di f •Henc 1 as 

biotlpos que so pueden apreciar 

biotipo 

entrB 

relacion 

VI 

los 

a 1 

biotlpo 1, en donde f:'I porc•:-ntaje fue mayor para las 

muestras de nasofaringe 1 23.7% vs 35.5% J. Sin 

el blotlpo IV se obtuvo mayor porcentaje 

embargo 

los 

cultivos dP. fnring~ C 15.8'){. vs :'.2.3S >. En l1l que respecta 

al tata 1 de biotipos encontrodos, el mayor porcentaje 

correspondf:;l al biotipo 1 l 35.5% >, seguido por e 1 

blotipo IV ! 22:.3% J y el d•? menor presencia fue el 

biotipo V ( 9,:,~s >. Ho se enconlro cepas dnl biollpo VJ. 
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Cuadro 3 .. Porc:entaje de Biotipos. 

• hose encootra nrnqun b1atipo './!, 

Tipo de Cul tlvo BIOTIPOS• 

11 111 IV 

Nasofaringeo 27 12 13 17 

Porcentaje 35.5 15,B 17. 1 22 .. ) 

24 
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El Cuadro 4 nos muestra la relación entre los s~rollpos 

y los biotipos que se determinaron del H~emoph j I ti$ 

Jnf/uenzae , [>e llJS sieil1;1 .:dslamientci:; d(> }/, inf/u@n=~~.:> 

tipo b tJ'eS fueJ'on del biotlpo 1 , dos del biotipo 111 y 

los dos restantes fueron uno para el biotlpo 11 y otro 

para el biolípo IV , En lo que respecta para los 12 tipos 

IV obtuvlüro1l ~ cepas cada uno . 

Los atro9 cuulro tipos tQslantus flH_•rün para ~1 

biotipo 11 y uno para el biotipo V . Las cepas No 

Tlplf icables qua se encontraron fueron 57 cepas • siendo 

el biotipo 1 el que obtuvo el mayor numero de el las con 

20 cepas, seguido par el blot.ipo IV con 1.:: cepas El 

blotlpo V fue ol que menor numero de cepas 

liplflcables obtuvo. 
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Cuadro 4 .. Relación entre Serotipos y Biotipos. 

Serotipo BIOTIFDS 

II III IV V 

Tipo b 3 2 

Tipo acf 4 3 4 

N.T. 20 8 11 6 



En lo que se refiere a las p'ruebas de sensibilidad, 

sólo en Amoxacilina, Ampicilina, Amoxacilina Clavulanato, 

Eritromocina y Penicilina se encontraron cepas 

resistentes. Los resultados son presentados en termines de 

la concentración minima i11hibitoria C CM! > para cada uno 

de estos antirnicrobianos. 

Para Amoxacilina, se encontraron seis cepas resistentes, 

cuatro cepas con una CM 1 de 8 mcg/m 1 y dos con CM 1 de 

64 mcg/ml. Cabe señalar que se considero como cepa 

resistente a aquella 

>= a 8 mcg/ml. 

que crecio a concentraciones 

La relación que se encentro entre los serotipos,biotipos 

de H.influenzae y su resistencia a este antibiotico se 

muestra en el cuadro S. Se obtuvieron cuatro cepas con 

serotipo N.T., dos con biotipo l, una con biotipo 111 y una 

del biotipo IV¡ una cepa con serotipo b, biotipo y la 

última con seratipo acf biotipo 11. Como se puede apreciar 

las cepas No tipif icables con biotipa 1 fueron las que se 

obtuvieron en mayor proporción. Las 60 cepas restantes 

fueron sensibles a este antibiotico con una CMI de menos de 

1 nicg/ml e ver fig.1 >. 
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Cuadro S. RELACION ENTRE 

SEROTIPOS,BIOTJPOS Y LA RESISTENCIA 

A AMOXACILINA. 

8 1 O T 1 P O S 

SEROT 1 POS · 

11 111 1 V V 

b 

acf 

N.T. 2 

lB 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
RESISTENCIA a Amoxacilina >11 8.0 mcg/ml. 

SENSIBILIDAD 
25 

(No.do copuo) 

?U 
20 

11) 

5 

o 
0.06 0.12 0.25 0.51) 1.0 4.0 8.0 64.0 

CONCENTRAOION ( mcg ! rnl ) 

l'\(J.1 

- Amoxacllina 



Para la Amplcllina se encontraron 18 cepas resistentes 

con CMls de 4 < 11 cepas >, 8 4 cepas >, 16 t 1 cepa ) y 

64 C 2 oepas ) mcg/ml. En donde los serollpos No 

Tipiflcables fueron los q1Je sa encontraron en mayor 

proporción 11 cepas, cuatro con biotipo 1, cuatro con 

blotlpo 111 y tres con blotipo IV. El biotlpo fue el que 

estuvo representado mayor cantidad con seis cepas, 

seguido por los biotipos 11 I y IV con cinco cepas cada 

uno < ver cuadro' 6 >. Las 48 cepas restantes 

sensibles a este antimicroblano a una CHl <= a 

t ver t l g. 2 >. 

30 

fueron 

mcg/ml 



Cuadro 6.RELACIDN ENTRE 
SEROTIPOS,BIOTIPDS Y LA RESISTENCIA 

A AMPICILINA. 

SEROTIPO BIOTIPOS 

11 111 1 V V 

b 

acf 

N.T. 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae. 
1 . Resistencia a Ampicilina > .. 4.0 mcg/ml 
1 

32 

SENSIBILIDAD 

35 f (No de c•pasJ 

30 
26 

25 

20 

15 

10 

51 
o· 

0.06 0.12 0.25 0.5 1.0 4.0 8.0 16.0 64.0 

COl\JCEhlTR.A.CIOf\J ( mcg/ml ) 

Fig.2 

- Penicilina 



En lo que respecta a Amoxacill11a Clavulanato 

obtuvieron sólo dos cepas resistentes 

mcg/ml. Una de el las fue dnl blot.lpo:i 

CM 1 s de 6t1 

una del 

blotlpo 111, ambas t ue ron no tiplf lcables 

C ver cuadro 7, ti g. .3 ) • 

Para la Erltromicina se obtuvo una sóla cepa resistente 

con biotipo IV no tlpltlcable { ver cuadro 6, fig.4 ). 

En lo que se retiere a la Penlci 1 ina se obtuvieron 19 

cepas resistanles a ~ste a11llmicrollia110,lB cepas fu~ro11 J~s 

mismas especies que fueron resistente a Ampicllina. La otra 

especie resistente que se obtuvo fue del b lot l po 1, 

SíJI cit. I po h l cuadro 9, flg.S >. 

Para los antJmicrolllanos Hlocan1lclna , Clora11fenlcol 

Ceftrlaxon y Cefuruxim1.1 ladas las cepas fueron sensibles 

estos antiblollcos t fl~s.6,7,8,9 ). 
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Cuadro 7. RELACION ENTRE 

SEROTIPOS,BIOTJPOS Y LA RESISTENCIA 

A AMDX.CLAVULANATO. 

SEROTIPOS BIOTIPOS 

11 111 1 V V 

b 

acf 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae. 
Resistencia a Amox. Clav. >= 4.0 mcg/ml 

SENSIBILIDAD 

30 r {No.~• copas¡ 

25 í 23 

20r 
15 r 
10 ~ 

1 5,.-
1 

01 
006 0.12 0.25 0.50 10 2.0 

CONCEf'riRACiON ( mcg/mi ) 

Fig.3 

- Amcx.Clav. 

64.0 



Cuadro S. Relación entre los 

serotipos, biotipos y la 

Resistencia a Eritrimicina. 

Serotipo BIOTIPOS 

11 11 1 IV V 

b 

acf 

N.T. 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a Miocamicina >= 64mcg/ml 

33 

2.00 4 o 3.0 í6.0 32.0 

cor,1ca~TRACIOf\J ( mcg/ml ; 

Fig . .4 

- Miocam1cina 



Cuádro 9. Relación estre los 

serotipos. biotipos y la 

Resistencia a Penicilina. 

SEROTIPOS BIOTIPOS 

11 111 IV 

b 2 

act 

N.T. 4 4 3 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a Ceftriaxone >= 4 mcg/ml 
SENSIBILIDAD 

80 r (No.da cepos) 

60~ 58 

1 
40i

I 

1 
20L. 

i 
5 

1 

0 L1 _.. •• LJ 
0.6 0.12 025 o.::o 

C:O~·JCENTRACION ( mcg/i1i ) 

Fig 5 

- Ceftriaxone 

lO 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a· Cloranfenicol >= 8 mcg/ml 
SENSIBILIDAD 

50 f (Ne.ca capas¡ 

40 

301 

201 

'º~ 2 

o ~ 
0.06 

37 

6 

0.12 0.25 0.50 1.0 

CONCENTRACiüt>l ( mcg/ml ) 

Fig 6 

- Cloranfenlcol 



'11 

'. 

SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a Eritromicina >= 8 mcg/ml 
SENSIBILIDAD 

25 Í (No.da capas¡ 

20~ 
1 

15 L 
1 

10 ~ 
1 5r 
1 o·.. • 

21 21 

006 0.4 0.5 1.0 2.0 4.C 

CO~·JCENTRACION ( mcg/rn/ ) 

Fig.7 

- Erftromicina 

8.0 
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SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a Penicilina >= 1 mcg/ml 

SENSIBILIDAD 
50 r (NO.de cepas) 

1 42 
40~ 

30l 
20 ~ 

1 -- 13 
10 ~ 

1 

o¡• 
0.06 0.12 0.25 2.0 4.0 16.0 

CONCENTRACiON ( mcglml ) 

Fig 8 

•Penicilina 



.?.3 

SENSIBILIDAD DE H.influenzae 
Resistencia a Cefuroxime >= 16 mcg/ml 
SENSIBILIDAD 

80

1 
¡No.do cepas) 

60 ~ 
1 

i 
1 

40 r 
' ' ! 

20 !... -· \ 
i 

64 

QjL _llm! __ _ 

0.0ó 0.12 1.0 

COl'JCEf·JTRACIOr·~ ( mcg/r.\ ) 

Fig 9 

- Cefuroxime 

.. 



Cinco de las 18 cepas resistentes a Ampicllina fueron 

positivas en la determinación de ft-Lactamasa < 27.8% ) • La 

relación entre la producción de p-Lactamasa , biotipos y 

serotipos de H.influenzae se muestra en el Cuadro 10. Del 

biotipo se encontraron dos cepas , las tres restantes 

fueron de los biotipos 11 , lit y IV Los serotipos 

encontrados fueron dos del serotipa a 1 c-f , dos no 

tipif icables y una cepa del serotipo b. 
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Cuadro 10. Relación entre los 

Serotipos,Biotipos Y. la Producción 
de 

fi-Lactamasa de H.~nfluenzae. 

SEROTIPOS BIOTIPOS 

11 111 IV V 

b 

acf 

N.T. 
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En lo qun respecta a la variación del nümero de 

aislamientos, Haemophi/us inf/uen::aE' en las tres épocas 

del año en las que se real izó el presente trabajo se 

observa en e 1 Cuadro 11. En donde s~ muestra qw~ para 

Verano se obtuvieron 21 muestras, para Otoño 115 muestras 

y 116 muestras para Invierno. El numero de aislamientos 

más alto obtuvo en la estación da Invierno con 37 

cepas < 31.9% ), para Otoño se obtuvieron 33 cepas 

t 28. 7% ' y para Verano s~ 0Uiuvi~1on G c~pa5 C :S.6% ), 
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En lo que respecta los serolipos, en Oto tío se 

encorntraron et mo.yor nun1o?r1::> dP. 1::npas •::11n serot 1 po b; "'' 

Invierno se obtuvieron el ma.vor numen1 de cepas llw1 

a, c-f, no encontró ninguna cepa en Verano. La:; 

especles no tlplficables se encontraron en mayor 

proporción en Invierno con 29 cepas. 

En general, las especies no tiplficables se encontraron 

en mayor proporción que los otros serotlpos en las tres 

estaciones del aRo. Los blotipos mas re~r&sentados en 

13 cepas 

para Otoño e lnvi~rno respecllvamenli?, d(•I biotlpo IV 

obluviero11 o~ha y s~ls ce¡1as respe~Livamente par~ 

lnvit!rno y Otor.'o, ~ola.mente 3 para VP.r.r.no . El biotipo 

V se encontró en mayor proporcionen Otoño ( cuadro 12 J, 
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Cuadro 11.Porcentaje de 

Aisla.mientas de H . .influenza& 

en tres Estaciones del ARo. 

Estacion 
Año 

VERANO 

OTOí:jO 

INVIERNO 

TOTAL 

del Num.de 
Muestras 

21 

115 

116 

252 

48 

Num.de 
Aislamientos 

6 

33 

37 

7 

Porcentaje 

28.5 

28.7 

31.9 

89.1 



La relación entre la sensibl l ldad a los 9 antlmicrobi<:1nos 

probados en H3emophilus inilut?n.::~"le , 1 a produce ion 

B-Lactamasa y las épocas esta.cionales se muestran en los 

Cuadros 12 y 13. Se observa que la mayor cantidad de las 

cepas resistentes a Amoll:ar::i 1 in.a, Ampici l ina, 

Amoxacilina Clavunato, Eritromiclna y Penlcl l lna, 

encontraron en Invierno. En esti: mismo sentido esta la 

producctóñ de 8-Lactama.s~ 

cepas positivas se uncunl1·aro11 

donde tra.s de la.s cinco 

l nv i ~rno .Y en O lurio 5tt 

obluvleron las dos restantBs. 
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Cua.clro 12.· Va.ria.ción de Serotipos y 

Biotipos de H ... t nf J uenzs.e. 

en tres esta.o iones del año. 

Eslaclón del SEROTIPOS BIOTIPOS 

año 

b acf N.T. 11 111 IV V 

VERANO 2 3 

OTOÑO 4 5 24 13 6 2 6 6 

INVIERNO 7 29 13 5 10 8 

TOTAL 7 12 57 27 12 13 17 7 
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Cuadro 13, Relación entre la Resiste11cia Antlmicroblan;,..\ y 

la Producción de 8-La.ct~masa de 1/. int/uen=-~E' en t•'t?o; 

i:!:iUdane:; O!!l at.o. 

Estación 

de 1 año 

VERANO 

OTOÑO 

1NV1 ERNO. 

TOTAL 

AmoKaC Amplc 

2 5 

3 11 

G 10 

Amox Erit;ro B-Lo.ct. 

G lay 

6 

11 3 

19 5 
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DISCUSION DE RESULTADOS. 

El porcentaje de aislamiento obtenido de ll.4emop/li Jus 

Jnfluenzoe e J0.1% > , en muestras de nasofaringe d~ niños 

portadores sano~, corresponde con lo reportado en Ja 

11 teratura. Es lo es, en nuestro pats se reporta un 

porcentaje de aislamiento de 15.4% < 20 ) obtenido en 

las epocas estacionales de Verano y Otoño y en estudios 

que se han realizado en la época de lnvlerno principalmente 

l 19 ),el porcentaje de aislamiento es de 36.2%.El presente 

trabajo se real izo en las épocas de Otoño e Invierno 

aunque también se realizaron muestreos en Verano pero en 

menor proporción ; por lo tanto consideramos que el 

porcentaje de aislamiento puede estar en relación con las 

épocas estacionales del año, como lo suguieren algunos 

autores l 4,20,25 ). 

Las especies de H. int/uenzae No Tipif lcables, fu~ron las 

especies que encontramos en mayor porcentaje C 75% ), 

resultados que coinciden con estudios realiza.dos en 

poblaciones abiertas, on donde se reporta las especies 

de H.inf/uenzae No Tipiffaablas como las mayor 
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porcentaje de aislamiento, mientras que en poblaciones 

cerradas, las especies 

importantes l 2,25 ), 

serotfpo b, son las mas 

En nuestro pa1s e 2 ), se reporta que las especies N? 

Tiplticables se encuentran su n1ayor1a en nasofaringe y 

oído. El blotipo que encontró con mayor frecuencia 

las especies No Tiplficables, fueron los biotlpos 1 y 

IV, en este punto reporta en la l lt.eratura Internacional 

que en las especies tipiflcables los biotipos que se 

encuentran principalmenle ..,¡ y el IV y para 

las especies No Tipificablos, los biotipos más frecuentes 

son el 11, 111 V e 5,23 ), 1:onsideramos que un• 

probable explicación esta divergencia de 

de resultado~, puede qua los blolipos son e11demlcos 

áreas particularmente ~eogr~ficas, como lo señalan al~unos 

autores C 39 >. 

De los nueve a11tlmicrobla11os 

cloranfanlcol 1 Ceflrlaxon, Cafuroxlm·~ 

que probaron, 

Hiocamlctna, 

fueron los más af lclt:~ntes. ya que todas las especies 

fueron sensiblas a estos antlmicrobianos. 

EKlsten estudios" que han probado algunos de ~stos 
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antlmlcrobianos y han obtenido resultados similares e 37 ) 1 

Sin embar~o. existen otros reportes que mencionan ~specles 

reslslenlBs a Clorantenlcol ( 25 >. En nuoslrr.J pa1s, de 

1 os dos últimos reportes que se han p•Jbl lcado, se 

.encontró en uno de ellos < 20 ) que r.o habla esp•~cies 

cloranfenlcol, mientras que e 1 otro resistentes 

reporte encontraron especies resistentes tanto a 

Cloranfenicol y a Cefuroxima ( 2 ), 

Para AmoKacllina se encontraron seis especie!> 

resistentes, 2 para AmoMacllina Clavunato y una para 

Erltromicina; en 

similares sobre 

nuestro país, no e>< 1 s tc-n 

estos antlmlcrobianos. 

reportes 

Para Penicilina y Ampicillna se obtuvieron resultados 

similares sobre rBsist~ncla a estoz ~ntimlcrabianos. 

Las especies ·que se obtuvieron con más alto porcentaje 

de resistencia a Amplclllna principalmente, fueron especies 

lfo Tlpiflcables con blotipo { 14. 4% ) , en estos 

resultados, no existe gran variación en lo que se reporta 

en la literatura < 2,40 >, en donde se han encontrado a las 

especies No Tiplficables como las más reslstenles este 
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antimicrobiano. Sin embargo, otros estudios, mencionan que 

especies con serotipo b, blollpo l. son las esper:i"'s de 

H. Jnfluenzse, qlJl'J mas tre1!111111t.emente son encontradas ·~orno 

resistentes est-.e antimicrobiano l 1118,20,23,25 ). 

resul lados ffilJ(!S l. r~tll qui~ las Estos 

invasivas por H. inf/uen.=.:ie>, ocurren más comUnmP.nte, 

con biotlpos 1, serotlpo b, En adultos se han encontrado 

resultados slmllares { 19,40 J. Se menclona una proporcton 

similar de resistencia /unplcl l lna, entre especies de 

H. Jnfiuenzae tipo b aislado:; d•;o nasof~rin~e de •:as1Js 

de enfermedades slslemicas y en t. re 1 ;1s 

No Tip1f 1cab\es aislados de nasofari11ge y de casos de 

otitis media f 32 >. 

Una probable explicación estas diferencias, es que 

probablementto 1 las especies reslstent&s Amplcl l lna 

principalmente, muestr.;in una variación geográfica 1 41 l. 

De manera E:E!nera 1, los de pneumonia, bacller~mi~ 

menlngllls, son asociadas a espt>cles tlplflcables, 

y en menor proporción por especias No Tlplflcables 1 40 J. 



De las especies resistentes a Amplcl 1 ina sólo cinco 

< 27. 8%> fueron productoras de p-Lactama sa res u 1 ta dos que 

coinciden con lo reportado en nuestro país, en donde se 

menciona que las especies productoras de fi-Lactamasa 

resistentes a Ampicllina varían del 20 al 30 'X. C 2,20 ). 

Aunque, en la l lteratura internacional 

e 1 95% de 1 as especies resistentes 

re por la que 

Amplclllna, se 

debe a la producción de p-Lactamasa f 29 ), Consideramos, 

que el bajo porcentaje obtenido en este sentido, se debe a 

la baja sensibl J ldad del método utl l izado 1 otro factor 

que pudo haber afectado estos resul lados, es que la 

determlnacl6n de este mecanismo de 

realiza en la Ultima etapa del e><perimento 1 esto es, 

después de que se conservaron las especies aisladas a 

-70D C durante un periodo de 4 meses en promedio. Sin 

embargo, no descartamos que algunas de estas especies 

resistentes puedan tener al gun otro mecanismo de 

resistencia, como puede ser la que se desarrolla como 

resul lado de la mutación espontanea en un locus que 

controla la s.:isceptlbi l ldad este antlmicrobiano, Este 

tipo de mutaciones, tambien pueden conducir a la pérdida de 

PBP l proteína fijadora de penicilina; receptor), haciendo 
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a es~os mutantes resistentes este tipo de fármacos. 

Existen tamblen otra clase de ·e J ementos genettcos 

extracromosómlcas llamadas plasmidos que pueden portar 

genes para 1 a resistencia. uno y menudo 

a varios medicamentos e 3 1 22,30 J, 

Los resultados obtenidos sobre la variación de los 

Serotipos , Blotlpos y el número de aislamientos de 

H.influon.zae en las tres épocas estvr::ionales ~n las q1Je se 

! levó a cabo el presente trabajo, son si mi lares. 

prlncipalmenlt: en Otoño e lnvi1::rno, ·ra que las espe•:ies Ni:> 

Tlplficables con biotipo 1 , son las que estan mas 

representadas en estas estaciones eslo~ resultados no se 

pueden extrapolar a la estacian de Verano , ya que 

obtuvleroh pacas muestra~ esta estación, por lo que 

consideramos que no son rcµresentativas de esta eooca . 

En donde si se encontraron t.lif~rencias significativas. es 

en el número dB fjspet~fr:.>s rP.slst.nntos 

principalmente , ya qu~ en invierno se encontró el mayor 

porcentaje de especies resist.r.rntes { 61.1% ) y t.ros de 

las cinco i;spec i es productoras de .S-Lacta.masas. E:; 
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probable que el porcentaje encontrado de especies 

resistentes se deba al alto porcentaje de enfermedades 

respiratorias prevalecientes en invierno. 

Con base en los resultados consideramos que el estudio 

de cepas en portadores es de adecuada útilidad 1 ya que 

permite conocer patrones 

serotipos, semejantes a 

en cepas invasivas. 

56 
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CONCLUSIONES. 

1. El porcentaje de ri:>slst.encla a Amplci 1 lna t-lll m1Jest.ras 

de naso faringe en niños portadores si ha 

aumentado a partir del ultimo reporte publ lcado bajo 

condiciones similares. 

Los antimicrobianos más etii::ientes que se obtuvieron 

el presente trabajo son Cloranfenicol 1 CeftriaKon , 

Cafuroxlme y Mlocamicina , por lo qu-= SO? pueden considerar 

principalmente al Clorantenical , como un antibiótico de 

primera e\ei:clon en •:•11f,~rmed:1d•'.:!S ~raves ocaslonados por 

Haemophilus inf/uen=.ae. 

2. El porcentaje de aislamiQ11tos , Serotipos y Biotlpos de 

H. inf/uen=ae, en las epoca.:; est.a.ciona.los de Qt.oño <:> 

Invierno fueron similares , no siéndolo asi las especies 

resistentes r:¡ui;.i se eni;ontraron, ya que el porc~ntaje 

mayor se obtuvo en invierno , por lo que consideramos 

que los factorn·3 que l11f luy~n en la lncldenda dtt 11stas 
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especies son las bajas temperaturas que s~ presentan 

en esta época del año. 

3. E'.1<1ste una probable relación entre las .;:epas N.T. 1 

bio~ipo 1 y la r~sistencia a los antimicroblanos probados. 

''· Por los resullndos obtenidos en el número de e?;pecles 

que fueron positivas para la producción de fi~Lactamasa, 

consideramos que no existe alguna relación predominante 

entre las especies p-Lactamasas positivas y SYS biotipos. 

S. Los cambios que ha sufrido el Haemophi/us infJuen;:ae 

tanto en la susceptibilidad como en sus mecanismos de 

resistencia hace necesario que se realice un ~onstante 

seguimiento sobre la sensibilidad y resistencia de este 

pa t.ó~P.no , Por l 1J que proponemos que rea 1i1.:1l un 

seguimiento a lo largo de las cuatro épocas 

estacionales del año durante tres años como lapsa mínimo. 
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