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TITULO

“Determinar la presencia de Haemophilus influenzae biotipo 1 serotipo b, de
exudados faringeos provenientes de una poblacion de adultos e infantes que

asisten a consulta a unidades del IMSS e [SEM



HIPOTESIS

Dado que Haemophilus influenzae es la causa mas comiin de meningitis
bacteriana en infantes debido a portadores adultos, es por lo que en este
estudio pretendemos establecer la presencia de Haemophilus influenzae
biotipo 1 serotipo b en tracto faringeo de una poblacion abierta de adultos e

infantes que acuden a consulta en unidades del IMSS e LS. EM.



RESUMEN

Se determino la presencia de Haemophilus Influenzae biotipo I serctipo b, en
muestras de exudados faringeos provenientes de una poblacion abierta que asiste a consulta
en unidades del IM.SS. e ESEM. dentro del area urbana y conurbada de Cuautitlan de
Romero Rubio en el Estado de México.

Se prepararon medios de cultivo para el aislamiento de Haemophilus Influenzae
serotipo b(Hib) con base de agar GC (para aislamiento de Gonococos) suplementado con
medio para antibioticos N. 1 (Bioxtn) en una proporcion de 1:1, ademas este medio se
sometid a una temperatura de 80 grados centigrados por espacio de 10-15 minutos y se e
incorporo sangre de carnero desfibrinada al 5 % para enriquecer y achocolatar las placas de
agar. El medio de agar chocolate recién preparado fue validado con cepas de referencia
ATCC, ademas se hicieron pruebas de inhibicion bacteriana con discos de bacitracina de
10U; Parte fundamental de este proceso fue la utilizacidon de una mezcla a concentraciones
definidas de Streptococos, Staphylococos y Haemophilus para simular in vitro la posible flora
bacteriana presente en la orofaringe, esta solucion se trabajo como una muestra de exudado
faringeo; Pero con una variante que fue la incorporacion de discos de Bacitracina de 10 u.,
€sto aseguro un crecimiento significativo de Hi en el medio, con una inhibicion considerable
de las cepas bacterianas no deseadas alrededor del disco.

Se estudiaron 270 muestras provenientes de pacientes que asistieron a consulta en
las clinicas 62 y 57 del LM.S.S. y del hospital General José Villada del .S.EM. Del total de
la poblacion analizada el 24.43 % (66 casos; 23 nifios y 43 adultos) presento cultivo positivo a
la presencia de Haemophilus Influenzae; De estos aislamientos s€ biotipificardn las muestras
mediante pruebas bioquimicas (Gram, Oxidasa, Catalasa, Indol, Urea, MIO y dependencia de
factores “X” y “V*") detectandose 17 casos de portadores de Haemophilus Influenzae biotipo [
{12 en adultos y 5 en infantes).

Yos cultivos de Haemophilus Influenzae tipificados como Biotipo I fieron
serotipificados con la ayuda de antisuero monoclonal para determinar la presencia de

polisacarido capsular tipo b.



INTRODUCCION

En nuestro pais las infecciones del tracto orofaringeo son de gran importancia debido
a que tienen un clevado grado de morbiletalidad. Haemophilus influenzae (Hi); asi como
otros microorganismos son responsables de causar diversos tipos de padecimiento en el tracto
respiratorio superior € inferior en la poblacion infantil y adulta (15,47,51), ocupando el
primero y/o segundo lugar por frecuencia en infecciones tales como: meningitis, otitis media,
conjuntivitis, epiglotitis, entre otras... (7,8,16,24,37,63). De acuerdo con cifras de la OM.S,,
en el mundo mueren alrededor de dos millones de nifios y un 30% son debidas a infecciones
de vias respiratorias, el conocimiento de este problema es sumamente importante ya que las
infecciones respiratonas, junto con la diarrea, son lideres de las enfermedades infecciosas en
paises en desarrollo y tercermundistas...(3,7,9,26,28,32,45,54,57.59). En la actualidad el
reconocimiento del Hi como un agente etiologico de un importante nlimero de infecciones de
vias respiratorias esta provocando un mayor interés en este microorganismo, debido a ser
considerado de la flora autdctona del tracto respiratorio superior, reportandose cifras de
portadores del 8 al 60%, dependiendo de la poblacion estudiada... (6,11,15,16,17,47).

Durante algiin tiempo Hi fue una bacteria poco reconocida en nuestro pais, no era
recuperada de muestras clini'cas y estaba considerada como un agente caprichoso, es decir, de
dificil crecimiento en medios convencionales... (3,20,47,60).  Por ello en la presente
investigacion realizamos un estudio para saber que tan frecuentcmente se encuentra cl
Huaemophilus influenzae biotipo | serotipo b (H/Ib) en una muestra poblacional de adultos e
infantes que asisten a consulta a unidades del IMSS e I.S.E.M. , ademas de utilizar un medio
de cultivo alternativo a los convencionales (agar chocolate modificado : Ach* disefiado para
esta investigacion y que serd descrito posteriormente), para el aislamiento de este

MiCcroorganismo.



GENERALIDADES

HISTORIA

Esta especie patdgena fue aislada por primera vez por Pfeiffer durante la pandemia de
gripe entre 1890 y 1892 de personas que sufrian de influenza, creyendo erroneamente que era
la causa de la enfermedad la denominaron “Bacilo de la influenza” llamado mas tarde
Haemophilus influenzae {Hi), pero solo hasta principios de 1930 fué considerado como el
agente etioldgico de la influenza epidémica, ya que para 1933 se aislo el virus de la influenza,
el cual es el causante de la gripe epidémica, por consiguiente ain no se sabe el papel exacto
desempefiado por el Hi en la pandemia de 1890 y 1918... (16). No puede negarse que en la
mayor parte de los casos es considerado como un invasor secundario importante, puesto que se
encontré un microorganismo predominante e incluso como una especie bacteriana en cultivos
de los pulmones de cadéveres necropsados, pero no esta claro si actuaba de modo sinérgico
con el virus para causar aquellas lesiones, este tipo de interaccion sinérgica fue demostrada
por Shope en 1931 para el virus de la gripe en cerdos y el Haemophilus suis, especie

bacteriana estrechamente relacionada con Hi.

La meningitis bacteriana producida por Hi fue descrita por Slawky en 1899 y
constituye fa forma mas frecuente de meningitis bacteriana en los nifios. Pittman descubrid
que las cepas de Hi que causan meningitis y otras infecciones agudas difieren de las cepas
halladas en las vias aéreas de individuos sanos, tal diferencia estiba en que poseen capsula, lo
que proporciona una base para la comprension actual de la enfermedad por Hi Entre las
enfermedades asociadas con la capsula se encuentran las invasivas como la meningitis,
pioartrosis, celulitis, neumonia, epiglotitis aguda, entre otras; sin embargo el Hi no capsulado
son asociados a enfermedades respiratorias cronicas en adultos, causando infecciones

sistémicas en pacientes inmunocomprometidos.



Hi puede ser aislade a partir del aparato respiratorio de nifios afectados por una
bronquitis obstructiva y de niiios que sufren una otitis media (hasta un 25%), sin embargo se

conoce muy poco su funcion etiologica en estos procesos...(5,10,12,34,36,44,64,65).

CLASIFICACION TAXONOMICA

FAMILIA: Pasteurellaceae

GENERO: Haemophilus

ESPECIE: influenzae

BIOTIPO: L ILIIIV,V, VI, VI Vi

SEROTIPO: a,b,c.d,e, f (35)



MORFOLOGIA

El bacilo de Pfeiffer es una de las bacterias patdgenas mis pequefias, rara vez mayor
de 1.5 pm por 0.3 um en el medio de cultivo, observadas en especimenes con infecciones
agudas. Los extremos de estos microorganismos son redondeados, al microscopio no suelen
observarse capsulas (pero estan presentes en las colonias lisas), no forman esporas y €l bacilo
es inmovil. Tiene gran tendencia a adaptar unas formas filamentosas y otras anomalias en los

cultivos que hasta cierto punto son caracteristicos de la cepa.

La caracteristica morfologica de Hi, al igual que todos los miembros del genero, es su
pleomorfismo, en el liquido cefaloraquideo (LCR), liquido articular o cultivos primarios, los
m.0. generalmente adquieren la forma de un pequeiic cocobacilo gramnegativo a
gramvariable, a menudo crece formando cadenas cortas, semejando a los estreptococos y
neumococos, también se encuentran bacilos largos, grandes cuerpos esféricos al igual que

largos filamentos semejantes a grandes bacilos.

En los cultivos la morfologia depende tanto de la edad asi como de la composicion
del medio, de tal manera que en medios enriquecidos las formas cocobacilares predominan a
las 6-8 horas de incubacién, después de este periodo se encuentran bacilos mas largos,
bacterias lisadas y formas pleomérficas. Con agar sangre de conejo, se observan colonias muy
pequeiias, redondeadas, discretas y transparentes, pueden flegar a tener el tamafio de una
cabeza de alfiter. En medio de Levinthal, que contiene extracto de levadura, las colonias son

algo mas voluminosas, opacas y aplanadas, si se cbservan con luz oblicua se ven iridiscentes.

Cuando el agar sangre esta contaminado con otros microorganismos (staphylococos),
las colenias son mucho mayores, mas opacas y de un color blanco grisiceo conservadas junto

a este agente contaminante, fenémeno denominado satelitismo figura 1



FIGURA 1 Fenomeno de satelitismo de Hi en agar sangre con

estria de staphylococos

Los organismos virulentos de un cultivo joven (6-18 horas), en medio enriquecido
tienen una capsula bien definida, al envejecer el cultivo, el organismo experimenta profundos
cambios en su morfologia, en las cepas capsulares, después de 24 horas de incubacion
comienza a desaparecer su capsula e iridiscencia, los signos de autolisis, entre los que se
‘incluyen la coloracion irregular y la acumulacion de restos amorfos resultan evidente a las 12
horas, la autolisis y la destruccion capsular son consecuencia de la accion de enzimas

autoliticas... (4,5,12,65).



AISLAMIENTO

Caracteristicas nutricionales,

El género Haemophilus deriva de una palabra griega que significa “Amante de la
sangre”, de ahi que estos m.o. requieran de dos factores de crecimiento que estan presentes en
la sangre, identificados por Lwoff en 1937, y que los medios de cultivo convencionales no los
ticnen para poder desarrollarse, la presencia de Haemina (Protoporfirina o factor X) y de un
Dinuclectido de Nicotinamida y Adenina (NAD o NADP o factor V) son factores
indispensables para lograr el crecimiento de este m.o., ademas de que estas caracteristicas

permiten una diferenciacion entre las especies de Haemophilus. (cuadro 1).

Cuadro 1. Requerimiento de factores de X y V de diversas especies
de Haemophilus... (36,38,65)

Especies de Haemophilus Requerimiento de factores

X v
H.aegyptius + +
H.influenzae + +
H haemolyticus + +
H.ducreyi + -
H. aphrophilus* + -
H. parainfluenzae - +
H. parahemolyticus - +
H. paraphrophilus - +
H. segnis + +

*: Requiere mayor tensién de CO;
+; 90% O mis de cepas positivas
-: 10% & menos de cepas positivas.



El factor X es termoestable y puede sustituirse por hemoglobina o hematina, las
protoporfirinas férricas u otros compuestos similares son necesarios para la sintesis de enzimas
que intervienen en su respiracion aerobia. Este factor probablemente no sea una sola sustancia,
sino mas bien un grupo de compuestos tetrapirrolicos termoestables, que son proporcionados
por diversos pigmentos que contienen hierro (p.e. hemina y hematina), Los compuestos del
factor x se usan en la sintesis de caialasas, peroxidasas y del sistema de transporic de

¢itocromos.

Los m.o. que dependen del factor X exdgeno para su crecimiento son incapaces de
sintetizar protoporfirinas a partir del acido delta-amino-levulinico , reaccién que sirve como

base en la prueba de AL A-porfirina .

El factor V termolabil puede destruirse rapidamente por enzimas derivadas de células
rojas no calentadas puede sustituirse por NAD o NADP pero no por acido nicotinico o su
amida, al parecer debe proporcionarsele toda la molécula completa de coenzimas y se admite
que esta sustancia solo la requieren especies denominadas para, este factor es sintetizado por

diversos m.o. en gran cantidad {p.e Sraphyiococos aurcus, Neiserias y algunas levaduras).

Se han disefiado un diverso nimero de medios de cultivo, ademas del agar sangre
con estria de Staphylococos para el cultivo de estos m.o., entre los mejores para su aislamiento
primario estd el de Levinthal, el cual contiene extracto de sangre y sostiene un buen
crecimiento; el de Fildes, que contiene una infusidn de agar enriquecido con producto de
digestion péptica de sangre, asi como medios que contienen antibidticos para hacerlos
selectivos de tal forma que inhiban las bacterias no descadas, p.e. agar sangre Cassmén con
discos de bacitracina de 10 U, o combinaciones de estos los cuales permiten diferenciar entre

cepas capsuladas y no capsuladas.

Es importante sefialar que el Hi capsulado, generalmente e! tipo b, produce colonias
mucoides y brillantes que son caracteristicamente iridiscentes en agar de Levinthal y durante

las 24 horas posteriores a la incubacion se desarrolla una umbilicacion central debido a la



excrecion del polimero capsular, es decir, perdida de capsula.

El agar chocolate (Ach), 2s el medio de cultive generalmente utilizado para aislar
especies de Haemophilus, en su preparacidn se agrega sangre fresca a una base de agar
caliente (80-90°C) hasta la aparicion de un color marron, y asi lograr tener un crecimiento
intenso del organismo para pruebas de aglutinacion y otros fines, debido a que el calor libera
los factores X y V de los eritrocitos y también inactiva las enzimas que encienden el factor v

sin destruirlo.

El crecimiento maximo optimo ocurre a 35-37°C y un pH de 7.2-7.8 en condiciones
aerobias, aunque €l m.o. es anaerobio facultativo, sus colonias sobre el agar llegan a alcanzar
un didmetro de 1-2 mm en 18-24 hrs. estas colonias son transparentes a opacas y brillantes, en

algunas ocasiones asemejan a gotas de rocio,

El m.o. muestra poca resistencia a las condiciones externas, muere ripidamente por
desecacion y generalmente no vive méas de 48 hrs., su cultivo es de dificil crecimiento en el
laboratorio, ain en condiciones favorables, debido a la tendencia de autolisarse, su
mantenimiento se logra con frecuentes transferencias a Ach u otros medios enriquecidos o por

liofilizacion o almacenamiento en el congelador...(3,4,5,10,12,16,34,47,65)

IDENTIFICACION BIOQUIMICA

La identificacion exacta del agente causal es un requisito para el manejo apropiado de
la enfermedad por Hi, de ahi que se sugieran varios pasos para levar a cabo su cormrecta

identiftcacion.



A) Examen directo

Los frotis tefiidos por tincién de Gram de muestras clinicas son utiles para
proporcionar una ripida identificacion presuntiva sin embarge debe tenerse cierto cuidado ya
que varios microorganismos, p.e. newmococos, pueden interpretarse erroneamente como Hi,

debido a una mala decoloracién durante la tincion...(16).fig.2

FIGURA 2 Tincidon de GRAM de Haemophilus influenzae

B) Cultivo

Hi es delicado por lo que muere de manera rapida en materiales clinicos, aun en
condiciones favorablas, debe de cultivarse en Ach u otros medios adecuados a 37°C/24 horas
en una atmosfera de CO; al 10%, algunos microorganismos como levaduras, Neisserias y
Staphylococos son capaces de sintetizar NAD y exportarlo al medio de cultivo primario,
después del periedo de incubacion se pueden observar pequefias colonias dentro del area

hemolitica y adyacente a las colonias exportadores del factor (Satelitismo)...(16) fig. 1.
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C) Requerimiento de factores Xy V

Las colonias sospechosas de Hi pueden sembrarse en agar Infusion Cerebro Corazon
{BHI), con discos o tiras embebidos con factores X y V, separados aproximadamente 1 cm,
entre si, ver esquema 1, se incuba a 37°C 24 horas, en atm. de CO; al 10%, al cabo de la cual
se observan colonias que crecen entre ambos discos, esta prueba es util para la diferenciacion

de cepas de Haemophilus. (Cuadro 1).
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Requiere solo facter X Requicre ambos factores Requiere solo factor V

ESQUEMA 1 Requerimiento de factores para Haemophilus

También se puede lograr la dependencia de factores X y V utilizando la estria de
Staphylococos, esta técnica requiere de dos medios de agar: un medio deficiente de factores X
y V (BHI) y un medio de agar sangre (AS), que contiene solo factor X, o el agar chocolate con
termotratamiento de una hora a 60°C, cada uno de los medios se estria con una cepa de
staphylococos productora de factor V después de inocutar la muestra en la superficie del
agar. El desarrollo de las colonias solo en el medio de AS indica necesidad de! factor X
unicamente. La presencia de desarrollo  solo cerca de la estria de Staphylococos en agar
sangre indica el requerimiento de ambos factores, y si el crecimiento se observa solo cerca de
la estria de Staphylococos en ambos medios, la especie solo necesita del factor

V...(5,12,16,36,38,65). Esquema 1, fig 11y 12,



D) Bioguimica

Las cepas de Haemaophilus se dividen en subgrupos y biotipos, dependiendo de la
especie, identificandolas por medio de pruebas bioguimicas, ( catalasa, oxidasa, indol, urea y

ornitin descarboxilasa ), basadas en propiedades fenotipicas del m.o..(cuadro.2 y 3).

[- CATALASA: La enzima catalasa se encuentra en la mayoria de las bacterias
anaerobias facuitativas y aerobias que contienen el sistema citocromo, es una hemoproteina,
en el que su grupe prostético esta formada por cuatro atomos de hierro trivalente que retiene
su estado oxidado durante la actividad enzimatica. La descomposicién del perdxido de
hidrogeno, que es el sustrato que se utiliza en esta reaccion, se produce por la accién de dos
enzimas: la catalasa y una peroxidasa, en esta descomposicion se utilizan dos moléculas de
perdxido, una actiia como sustrato v otra como dador catalizados por la catalasa dando como

resultado un sustrato reducido y un dador oxidado (gas liberado)...(41) cuadro 2.

11.- OXIDASA: El sistema cilocromooxidasa se encuentra por lo general en los
organismos aerobios, lo que los hace capaces de utilizar el oxigeno como un aceptor de
hidrogeno final para reducir el oxigeno molecular en peréxido de hidrogeno. La prueba de la
oxidasa esta basada en la produccion bacteriana de una enzima oxidasa su reaccion se debe a
que el sistema citocromooxidasa activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno
molecular, el que a su vez actua como aceptor de electrones en la etapa final del sistema de
transferencia de electrones, esta etapa es evidente por la utilizacidn de diversos colorantes
aceptores de electrones, que al inicio son incoloro , debido a la reaccién de la oxidasa

muestran un producto coloreado.. {41} cuadro 2



Cuadro 2. Propiedades  diferenciales de especies de
Haemaophilus...(360,38,65)

Especies catalasa oxidasa
H. influenzae + +
H. aegyptius + +
H. haemolyticus + +
H. ducreyi + +

H. aphrophilus - -

H. parainfluenzae v +
H. parahemolyticus v +
H. paraphrophilus - +
H. Segnis + +

+ = Positivo.

- = Negativo.

VY = Variable.

III.- INDOL: E! trptéfano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas
bacterias para formar tres metabolitos indélicos principales: indol, escatol ¢ indolacético,
durante este proceso intervienen diversas enzimas llamadas “triptofanasas™ estas enzimas
catalizan la reaccion de desaminacidon atacando a ia molécula de triptéfano en su porcién
lateral dejando intacto el anillo aromatico en la forma de indol, el cual puede ser detectado por
un reactivo que posea una combinacién quimica que produzea un color definido (reactivo de

Kovac's)...(41) cuadro 3,

IV.- UREASA: El sustrato urea es una diamida del acido carbonico, a la que



frecuentemente se menciona como carbamida, la hidrolisis de la urea es catalizada por una
enzima especifica, la ureasa, para dar dos moléculas de amoniaco. La ureasa es una enzima

microbiana vinculada con la descorposicion de los compuestos organicos...(41) cuadro 3.

V.- ORNITINDESCARBOXILASA: La descarboxilacion es el proceso por el cual
las bacterias que poseen enzimas descarboxilasas especificas son capaces de atacar a los
aminoacidos en su grupo carboxilico dando una amina o una diamina y anhidrido carbonico.
El aminoacido L-omnitina es descarboxilado por la enzima ornitina descarboxilasa para dar la
diamina putresina y achidrido carbonico, esta diamina es estable en condiciones anaerdbicas,
la bacteria es cultivada en anaerobiosis recubriendo la superficie del medio con parafina o

vaselina,..(41) cuadro 3.

Hi puede subdividirse en 8 biotipos sobre la base de tres reacciones
biequimicas...(35), produccion de indol, actividad de ureasa y actividad de omitina
descarboxilasa {cuadro 3), los biotipos de Hi en particular han demostrado cierta relacién con
la fuente dc aislamiento, existe una correlacion entre el biotipo y el serotipo capsular de las
cepas de Hi..(38), para fines epidemioldgicos, la subtipificacion sobre las bases de las
proteinas de membrana externa © sus polisacaridos es una herramienta mas sensible que la

serotipificacion...(4,28.41,49),

Las tres reacciones utilizadas para la subdivision de los biotipos de Hi como pruebas
rapidas, (indol, urea y MIQ), tienen la ventaja de que no requiere crecimiento, los tres medios
no necesitan incluir factores de crecimiento vy los resultados se feen después de 12 a 24 hrs. de

incubacion...(35).



Cuadro 3. Diferenciacion de biotipos de Hi...(35).

BIOTIPO | INDOL | UREASA ORNITINA
DESCARBOXILASA

| + + +

I + + -

1 - + -

v - + +

v + - +

V1 - - 3

Vil + - -
VIII - - -

+ ¢t 90% de las cepas o mas ¢s positivo.

- ¢l 10% de las ccpas o menos ¢s positivo.

E) Serologia

El uso de métodos seroldgicos para la identificacidn de cepas de Hi no se ha evaluado
adecuadamente, por ende, la identificacién serologica tiene valor Gnicamente para cepas
capsuladas las cuales se dividen en serotipos (a,b,c,d,e,f) basiandose esta clasificacién en sus
polisacaridos capsulares. Estos seis tipos de bacilos encapsulados contienen antigenos de
capsula especificos, de tal forma que los carbohidratos de los tipos  a, b, y ¢ son
fosfopolisacaridos y el tipo b es un polirribosafosfato, el cual se ha purificado y se le ha
encontrado que contiene ribosa, nbitol y fosfato como sus principales componentes, en fugar

de hexosas y hexosaminas como los otros tipos.

De igual manera los tipos a, b, ¢, d, y f son tipos del icido teicoico mientras que

losdel & y e sonpolisacaridos.
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El establecimiento del tipo antigénico de estas cepas capsuladas puede lograrse por
aglutinacion, hinchazén de la cipsula, reaccion de precipitina, (empleando polisacaridos
extraidos), o por contrainmunoelectroforesis. Es importante sefialar que la mayoria de las

infecciones relacionadas con enfermedad invasiva son causadas por el tipo b...(36).

Para establecer un diagnéstico rapido de infeccion sistémica por Hib, actualmente se

dispone de varias técnicas para la deteccion de su antigeno capsular como por ejemplo:

Contrainmunoelectroforesis (CIE).

Radicinmunoensayo (RIA).

Inmunofluorescencia.

Coaglutinacioén de proteina A.

ELISA.

Aglutinacion con latex ..{(4,5,10,36,38,65).

La suspension celular para dichas técnicas debe obtenerse de un cultivo joven ( 6-18

hrs. ) ya que los cultivos viejos deterioran la capsula.

En diversos estudios se ha evaluado la sensibilidad y especificidad relativas de la
CIE, la aglutinacion en latex y la coaglutinacion para detectar el antigeno capsular de Hib en
diversos liquidos corporales de pacientes con infecciones meningeas y no meningeas.
Muchos estudios indican que la aglutinacion con latex y la coaglutinacidén son mas sensibles
y detectan menor cantidad de antigeno que la CIE. En estudios clinicos la CIE detecto del 71
al 91% de las muestras en pacientes con meningitis, mientras que la aglutinacion con litex y
la coaglutinacion detectaron de 82 al 100% , los métodos de aglutinacion en latex resultan

mejores al método de coaglutinacion...(2,4,14,20,35,44),
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F) Prueba de la porfirina

El sustrato consiste en acido delta amino levulinico hidroclorado y sulfato de
magresio, en 100ml de regutador de fosfato, la prueba positiva se indica por la presencia de
fluorescencia a la exposicion de una lampara de UV, esto es producto de la sintesis del
porfobilindgeno por parte del delta amino levulinice, sin embargo esta prueba no es util para la
identificacion de Hi debido a la falta de la enzima porfobilindgeno sintetasa por parte de este
m.0..(4,16,36,38), sin embargo ayuda a la identificacion de otras especies de

Microorganismos..
G} Reaccion de Quellung

Este procedimiento implica disponer de suero tipo especifico anti Hi (del tipo), el
procedintiento se efectia en laminillas donde se depositan cantidades casi iguales del antisuero
y del espécimen, al observar la mezcla al microscopio, una prueba positiva hace evidente y

prominente la capsula que rodea al Ifib... (4,16,38).

PATOGENIA

Existe una marcada diferencia en la morfologia colonial de Hi fase lisa y fase rugosa,
la primera de ella es capsulada y de ordinario se considera como patdgena, la segunda es
patogena potencial sobre todo en procesos respiratorios cronicos, A semejanza de los
preymococos se ha comprobado mediante pruebas directas de aglutinacién que Hi tiene una
actividad antigénica heterogénea, es decir, contiene tres clases de antigenos de superficie: el
polisacarido  capsular, el lipofisacarido y las proteinas de  membrana
externa...(13,25,34,49,52,55). La envoltura celular de Hi consiste en una membrana externa y
una interna, que contienen antigenos proteicos y lipopolisacaridos, los anticuerpos contra este

polisacarido capsular son independientes de la edad, aunque este sea ¢l determinante critico de
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la virulencia. De las dos o tres docenas de proteinas detectadas en la membrana externa, solo
un pequefio nimero es responsable de gran parte del contenido proteico de la superficie
celular, algunas son conservadas en todas las cepas de Haemophilus, mientras que otras

varian con el serotipo..{25).

Su patogenicidad en el hombre estd bien demostrada por la ocurrencia de casos de
meningitis altamente mortal que se presenta con mayor frecuencia en nifios menores de dos
afios de edad...(37,52,54,57) aunque también se han observado casos en personas de edad
avanzada_. (28,57,59).

Las infecciones por Hi ocurren luego de la inhalacion de gotitas infectadas de casos
clinicamente activos, convalecientes portadores, por experiencia clinica se sugiere que los
m.o. inicialmente colonizan la nasofaringe, en este sitio se transportan variantes lisas y rugosas
de Hi estableciéndose en el arbel traqueobronquial, quizas en forma sinérgica con un virus o
por parilisis de la funcién de aclaramiento de las cilias normales...(5,62,65). La adherencia de
Hi es ¢l primer fendmeno que se da en el proceso infeccioso y le permite 2 la bacteria
colonizar la superficie mucosa del aparato respiratorio superior, establecerse y adaptarse al
microambiente local de la nasofaringe humana, crecer y resistir los mecanismos de defensa del
hospedero...(39,58). La interaccion de la bacteria con el hospedero activa sefiales celulares
que pueden conducir a una réaccion inflamatoria o favorecer la penetracion intracelular de la
bacteria a los tejidos subyacentes. Se han descrito varias adhesinas en Hi: adhesinas
fimbriates, no fimbriales y fibrillas que promueven la adherencia a diferentes receptores,
condicionando el tropismo tisular.. {23,62,) . Una vez adherido a Ia mucosa este m.o. puede
diseminarse al aparato respiratorio o al torrente sanguineo, la presencia del polisacarido
capsular de tipo b permite al microorganisme resistir la accién del complemento con una
mayor sobrevida y eventual multiplicacion en la sangre...(62,65). Las infecciones respiratorias
son fuentes importantes de una gran variedad de enfermedades metastdsicas en meninges o
articulares y la invasion de tejidos locales, en ¢l cuadro 4 se muestran algunas de estas

enfermedades asociados con Hi...(2,51).



Cuadro 4. Enfermedades infecciosas asociadas con Hi..(36)

ENFERMEDAD ESPECIE DE MANIFESTACIONES
Hi CLINICAS
Faringilis aguda Hib Mucosa enrojecida, hinchazén y
Epiglotitis

Laringotraquecbronquitis

exudado amarillo liquido y desigual,
enfermedad que afecta a nifios. rara cn

adultos.
Bronquitis Hib Tos improductiva persistente, silbido.
Bronquiolitis disnea, enfermedad de nifios, pero
Neumonia puede ser causa de bronquitis crénica
en adulios.
Oitis media Hib 95% Fuerte dolor de ofdo, sensacion de
Hia y cepas presion, dolor de cabeza y ficbre,
NT infrecuentes | secrecion serosa de oido medio, muy
comiin en nifios y rara en adultes.
Meningitis Hib Rigidez cervical, dolor de cabeza vy
Otros tipos reflejos exagerados en nifios mayores
infrecuenies y adultos, en bebes anorexia,
fontanelas y vomito.
Conjuntivitis Hi Esclerotica enrojecida, sensacion de
“ojo rosado” raspado, vision borross, lagrimeo y
pesadez de parpado.
Endocarditis Hi Escalefrios ficbre, leucocitosis
anemia, malestar anorexia, perdida de
peso y artragias en grados vanables de
severidad.
Tomado parcialmente



EPIDEMIOLOGIA

Hi es un parasito obligado de los humanos que se transmite a través de microgotas
respiratorias, comunmente individuos sintomaticos lo transportan en la nasofaringe, las tasas
de los portadores son de aproximadamente 60-90% en nifios pequefios y del 35% en adultos,
aungue de manera global se mancjan porcentajes que van del 8 al 60%..(16). De los
aislamientos en nifios solo el 5% son capsulados y de ellos solo la mitad es del tipo b, en
adultos tinicamente se ha reportado el 0.4% como tipo b...(65). La frecuencia de infecciones
por Hi esta inversamente relacionada con la edad, solo un pequefio porcentaje ocurre en nifios
y adultos mayores, las infecciones en los dos primeros meses de vida son raras, debido quizas
al pasaje transplacentario de anticuerpos maternos, siendo los segundos seis meses de vida la

edad optima en que se presente con mayor frecuencia las infecciones con este m.o.

Cada afio se reconocen mas casos de Hi en adultos que anteriormente no se
detectaba. {6,8), esta incidencia ha aumentado hasta cuatro veces en las dos ultimas décadas,
esto en gran medida al mejoramiento de técnicas de laboratorio para lograr la identificacion de
este m.o. Las enfermedades por Hi ocurren en todo el mundo siende en su mayor incidencia
en individuos susceptibles en familias y centros de atencion diurna, expuestos a un caso
primario, es decir, los individuos que se recuperan de la infeccidn clinica per Hi pucden
permanecer como portadores nasofaringeos con una frecuencia del 2 - 5%._.(51). Es
imponante sefialar que las infecciones ocurren mas frecuentemente en poblaciones de bajos
recursos econdmicos, siendo estas las que tienen un mayor nimero de factores de riesgo
predisponibles para la infeccion por Hi.. (1) como deficiencias de Ig’s, drepanccitosis,
esplenectomia e infecciones pulmonares cronicas entre otras. La mayor incidencia de la
enfermedad invasiva en individuos no inmunes y genéticamente susceptibles, enfatiza el papel
critico de los factores del huésped en las infecciones con Hi asi como el sinergismo

viral...(65)
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TRATAMIENTO

El tratamiento de la enfermedad invasiva por Hi. Es una emergencia meédica,
especialmente en meningitis y epiglotitis, cualquier demora innecesaria en iniciar el
tratamiento puede marcar la diferencia entre la vida y la muerte. Hasta hace poco tiempo, las
pruebas de susceptibilidad de los antimicrobianos eran innecesarias en el caso de Hi., debido a
que virtualmente todas las cepas clinicamente significativas eran susceptibles a la penicilina y
en especial a la ampicilina. De 1968 a 1975 se reportaren un gran nimero de casos de cepas
resistentes a la ampicilina, de ahi que se volvio habitual llevar a cabo pruebas de
susceptibilidad 1o que condujo a que se recomendara tratar las infecciones con ampicilina y

cloranfenicol...(20,21,30,36,64) .

Cuando Hi se volvio resistente a ambos medicamentos las cefalosporinas de tercera
generacion se coavirtieron en el tratamiento de eleccion...(19,20,30,46,53), a las que la
modiftcacion en el nicleo B-lactamico les confiere amplio espectro, estabilidad, potencia y
resistencia a las beta-lactamasas, ( lo cual es caracteristico en el 20 al 40 % de los

aislamientos de Hi...(16,30).

TERAPIA INTENSIVA

E} desarrolio de un inmundgeno de calidad y potencia que limite la colonizacion,
adherencia ¢ invasion, ain estd en el terreno de la investigacion. Durante las dos ultimas
décadas se ha investigado el desarrollo de una vacuna contra Hib, dado que la ausencia de
anticuerpos para el polisacarido capsular polirribosaribitol fosfato (PRP), se comelaciona
clinicamente con la enfermedad se han probado y preparado ampliamente vacunas con

PRP..(16,65).
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El problema de este tipo de enfermedades es a nivel mundial, primordialmente en
nifios menores de 5 afios y que habiten en paises en vias de desarrollo, con sus grandes sitios
de concentracion. En el afio de 1985 se tenia la primera generacion de vacunas contra Hi, la
cual estaba estructurada a través de los azucares de la capsula de la bacteria, la cual estimula
las células timoindependientes ofreciendo proteccion pero de manera temporal... (25,61). Las
vacunas de segunda generacidn son conjugados de proteinas que comparten caracteristicas

mds inmunogénicas... {11,14,50,61).

Hoy en dia contamos con cuatro tipos de vacunas conjugadas disponibles, las que
conparten clertas caracteristicas, difiriendo en el tamafio de la cadena del PRP y la manera
como se fijan, perc lo mas importante es su proteina portadora, (cuadro 5), que las hace
diferentes unas de otras.. (11,17,31,32,33,54,56).

CUADRQ 5  tipos de vacunas conjugadas ... 11
VACUNA CARACTERISTICAS

Level de practice | Conjugada a un CMR-97, que es una toxina de

difteria no toxica

MEANS Conjugada con proteinas de membrana externa

de Neisseria meningitidis

Pachere-Meniere | Conjugada con toxoide tetanico

Connot Conjugada con toxotde diftérico

Finalmente, lo importante es que la conformacion molecular de las vacunas estimule
la respuesta en una poblacién en un momento dado, la vacuna mds eficaz induce titulos de
anticuerpos mas elevados, que produce inmunoglobulinas especificas de mayor afinidad y que
garantiza la posibilidad de que el paciente no se enferme, en caso de que este expuesto a una

cepa virulenta... (11,34,40).
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Estudios realizados en diversos paises con vacunas conjugadas han mostrado que la
prevalecencia de Hib ha disminuido considerablemente en la poblacion vacunada, teniendo

una eficacia del orden de un 30- 90 % dependiendo de la poblacién en estudio... (2,9,43,48).
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OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la presencia de Haemophilus influenzae biotipo I serotipo b en una muestra

poblacional de adultos e infantes que asisten a consulta en unidades del [MSS e ISEM.

PARTICULARES

< Disefiar la técnica de trabajo y estandarizar el medio de cultivo para el primoaislamiento

de Haemophilus influenzae a partir de muestras de exudados faringeos

< ldentificar y biotipificar Haemophilus influenzae biotipo 1 mediante pruebas

bioquimicas {(Oxidasa, Catalasa, Indol, urea, MIQ).

«+ Determinar serotipo capsular b de las cepas aisladas de Haemophilus influenzae biotipo L.

24



MATERIAL Y METODOS

MATERIAL BIOLOGICO

Muestras de exudado faringeo*

Clinicas en donde se realizo el estudio

Clintca u Hospital Infantes ¢ 5 afios | Adultos > 5 afios total
Clinica 62 IMSS 30 113 143
Clinica 57 IMSS 24 80 104
Hospital ISEM Cuautitian 4 19 23

total 58 212 270

CEPAS BACTERIANAS ATCC UTILIZADAS COMO CONTROLES

Staphylococcus aurcus ATCC 6538**
Streptococcus pneumoniae ATCC 6301**
Escherichia coli ATCC 19615**
Klepsiella pneumoniae ATCC 9997 **
Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027**
Enterobacter aerogenes ATCC 13048 **

Haemophilus influenzae biotipo I serotipo b***

Sangre de camnero desfibrinada
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CRISTALERIA

Cajas de Petri

Tubos de ensaye con tapon de rosca
Matraces Erlenmeyer

Probetas graduadas

Vasos de precipitado

Porta objetos

INSTRUMENTOS

Microscopio dptico
Refrigerador

Estufa bactertologica
Mecheros de Bunsen
Balanza analitica
Balanza granataria
Autoclave

Asas bacteriologicas

MEDIOS DE CULTIVO

Base de agar sangre
Agar GC
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Agar para antibidticos No. 1
Agar BHI

Agar MIO

Caldo Urea

REACTIVOS ANALITICOS

Juego de Gram

Sustrato para Indol { L- triptdfano)

BufTer de fosfatos 0.05M, pH 6.8

Reactivo de Kovac’s

Sensidiscos impregnados con factores Xy V
Discos para prueba de oxidasa

Peroxido de hidrogeno al 30 %

Discos de bacitracina de 10U

Reactivo de aglutinacion de particulas de latex para Hib (DIFCO)

* El nimero de muestra fue calculado estadisticamente como se muestra en el
anexo 1

** Fueron proporcionadas por ATYDE de México

*** Fue proporcionada por el Instituto de Infectologia, donada por el QFB.Gerardo

Bernardo Rojas Pedraza.
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ESQUEMA DE TRABAJO DE LAS MUESTRAS

TOMA DE MUESTRA
EXUDADO FARINGEO
1
SEMBRAR EN A Ch. CON DISCO DE BACITRACINA DE 10U
i

INCUBAR A
37°C/24HRS EN ATM. DE CO, AL 10%
i

IDENTIFICACION DE COLONIAS SOSPECHOSAS ALREDEDOR DEL DISCO DE
BACITRACINA (fig. 3)
l

REALIZAR GRAM
1
OBSERVACION DE BACILOS PLEOMORFICOS GRAM NEGATIVOS (fig. 2)
1

PURIFICACION EN ACh*.(fig 4)
3

INCUBAR A
37°C/24HRS/EN ATMS DE CO; AL 10%
3
IDENTIFICACION
i
r 1
OXIDASA (fig. 5) CATALASA (fig. 6)
+ +
1
Haemophilus influenzae — DEPENDENCIA DE FACTORES

1 i {

1 BHi (fig. 11}  AS (fig 12)
{

| T |
INDOL (fig. 7) UREA (fig8)  MIO (fig. 9)

+ + +

I l |

i
Haemophilus influenzue biotipo 1
1

SEROTIPIFICACION
4

I l

SEROTIPO b (fig.12) NO TIPIFICABLE
X

Haemophilus influenzae biotipo | serotipo b
ACh* Agar Chocolate modificado
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METODOS

PERIODO Y LUGAR DE OBTENCION

Las 270 muestras de exudado faringeo fuerén obtenidas en el periodo comprendido

entre junio a septiembre de 1997 en las clinicas siguientes:

Clinica 62 IMSS
Clinica 57 IMSS
Hospital de Cuautitlan ISEM

Cabe sehalar que el mimero de muestras de cada institucidn, a la que se muestreo,

fueron los casos que llegaron durante ese periodo de estudio.

MEDIO DE CULTIVO MODIFICADO PARA EL AISLAMIENTO DE Hib

AGAR CHOCOLATE

El medio de cultivo disefiado para esta investigacion fué elaborado en base a los
requerimientos nutricionales de Hi , y lo unico que se modifico fué su base.

Se utilizé como base:

Base de agar GC, que es un medio enriquecido a base de peptonas y almidon de
maiz...{I6)

Se complemento con medio para antibioticos No. 1, medio enriquecido a base de
extracto de carne y levadura, en lugar de! polienriquecimiento tradicional utilizado para el

aislamiento de Hi {enriquecimiento de Fieldes e isovitalex)...(16,38,36)
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Preparacion

La mezcla de ambos medios fue en proporcion de 1:1, se les realizd un calentamiento
previo (disolucion de los medios) y se autoclaveo a 121°/ 15 libras/ 15 minutos.

Al medio obtenido se le mantuvo a una temperatura de 8¢° C aproximadamente en
bafio maria por espacio de [0-15 minutos para posteriormente agregar sangre de carnero
desfibrinada al 5%, para achocolatar el medio, se deja disminuir la temperatura a 40°C

aproximadamente y se sirve en cajas o placas de Petri.

Control de calidad

El medio de agar chocolate modificado, (Ach*), fue validado con cepas de referencia
de Streptococos |, Staphylococos y Haemophilus, en donde se comprobd la inhibicion de
Staphylococos y Streptococos por discos de bacitracina de 10 U alrededor de este a diferentes

concentraciones, { 1 X 10® ufc/ml y 3 X 10* ufc/ml del nefelometro de Mc Farland). fig 3.

Se utilizd para esta validacion una mezcla de Streptococos, Staphylococos y
Haemophilus simulando in vitro la posible flora bacteriana presente en la orofaringe, esta
solucion se trabajo como una muestra de exudado faringeo, en fa que se comprobd que en el
medio existia un crecimiento significativo de la bacteria de interés, fig. 4. Hi, ademas de la

inhibicion de las cepas no deseadas alrededor del disco.
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Modo de use

Posteriormente los medios preparados fueron inoculados con las muestras de exudado
faringeo. Para poder hacer el medio selectivo para Hi, a los medios ya preparados se les
aplict el disco de bacitracina de 10 U, en el irea mas abundantemente inoculada, Hi es
reconocido por su desarrollo alrededor del disco de bacitracina...(2). Esto se realizd en lugar
de incorporar al medio bacitracina ...(16,47), cefsulodina...(3), vancomicina, nafcilidina...(2),

como inhibidores de bacterias mixtas.

Crecimienta
de Hi

fig 3 inhibicion de Staphylococos y Streptococos al utilizar el medio de ACh* con

discos de bacitracina de 10 U



fig. 4 crecimiento de Hi en ACh*

OXIDASA

Fundamento

Determinar la presencia de las enzimas oxidasas, la prueba de la oxidasa esta basada
en la produccion bacteriana de una enzima oxidasa; esta reaccion se debe a la presencia del
sistema citocromo oxidasa que activa la oxidacion del citocromo reducido por el oxigeno

molecular el que a su vez actia como receptor de electrones en la etapa terminal del sistema
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de transferencia de electrones...(41).

Interpretacion

Colonias oxidasa positivas: la colonia toma un color rosado {(bacterias viables),
después marron y finalmente negras (bacterias no viables).

Cuando se emplea una mezcla del reactivo P-fenilendiamina alfa naftol, la reaccion
oxidasa positiva esta indicada por un celor azul.

Colonias oxidasa negativas: no se produce cambio de color en las colonias o solo
adquieren un color rosado palido por &l reactivo puede producirse una coloracion negra del

medio circundante.

Técnica

Discos de oxidasa (método indirecto)

a) Humedecer ¢! disco con agua destilada estéril y colocar el disco en una caja de
Petri o portacbjetos, después agregar con un aplicador algunas colonias de un cultivo joven.

b) Observar si se produce cambio, una reaccién positiva ocurre a los pocos segundos

fig. 5..(41)

Control de calidad

Para el control de calidad se utilizaron cepas control positivo y control negativo de

referencia

Control positivo (CP) : Pseudomonas aeroginosa ATCC 9027
Control negativo(CN) : Escherickia coli ATCC 19615
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Control de referencia (TIPO) : Hib.

Blanco de reactivo.

Control+ Control - Tipo Problema  Blanco

fig 5 Reaccion de Oxidasa

CATALASA

Fundamento

Comprobar la presencia de la enzima catalasa. La enzima catalasa se encuentra en la
mayoria de las bacterias aerobias y anaerobias facultativas que contienen el sistema
citocromo, por lo general los organismos que no poseen el sistema citocromo carecen también
de la enzima catalasa y por lo tanto no pueden descomponer el peroxido de hidrégeno. La
catalasa es una hemoproteina, el grupo prostetico esta formado por cuatro 4tomos de hierro
trivalente por molécula, que retiene su estado oxidado durante la actividad enzimatica. La
catalasa descompone el perdxido de hidrogeno en dos substratos secundarios { agua y

oxigeno molecular ), sin embargo no tiene accion contra otros peroxidos...(41).
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Interpretacién

Prueba positiva. Formacion inmediata de burbujas visibles (formacién de Oxigeno

molecular).

Prueba negativa. No hay formacion de burbujas.

Técnica

Método del portaobjetos

a) Colocar con un aplicador de madera una colonia de un cultivo joven sobre un

portaobjetos.
b) Agregar una gota de peréxido de hidrogeno al 0.5 % sobre la colonia.

¢) Observar la inmediata formacion de burbujas (liberacion de Oxigeno) como un

resultado positivo. fig 6...(41)

Control de calidad

Para el control de calidad se utilizaron cepas control positivo y control negativo de

referencia

Control positivo ( CP ): Staphilococos aurens ATCC 6538
Control negativo ( CN ). Streptococcus pneumoniae ATCC 6301
Control de referencia { TIPO ): Hib.

Blanco de reactivo.
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Foa

Fig. 6 prueba de catalasa

INDOL

Fundamento

Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar el Indol de la molécula de
triptéfano.

El tnptofano es un aminoacido que puede ser oxidado por ciertas bacterias para
formar tres metabolitos indolicos principales: Indol, escatiol e indolacético, por diversas
enzimas

intramoleculares (triptofanasa) lo que indica un sistema completo de enzimas
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vinculadas con la produccion de indol. El principal intemediario en la degradacion del
triptofano es el dcido indolpiravico del cual puede formarse indol, el cual es detectado por el

reactivo de Kovac's o Erlichs...(41).

Interpretacion

Prueba positiva: Un anillo rojo en la superficie del medio en la capa Alcohdlica.

Prueba negativa: No se produce color en la capa alcohdlica, toma el color del reactivo
de Kovac's (amarillo),

Variable: Un color anaranjado en la superficie del medio debido al desarrollo de

escatiol, un compuesto metilado que puede ser el precursor de la formacion de indol. fig 7

Técnica

Caldo de triptofano
Material: I-triptofano.
Buffer de fosfate 0.05M, a pHde 6.8 .

Preparacion

Hacer un caldo de L -triptofano en Buffer de fosfato 0.05M pH 6.8 al 0.05%
calentando ligeramente hasta su disolucion.

Esterilizar mediante filtracion { Milipore de 0.2 micras).

Distribuir de 3 a 4 ml. En tubos de ensaye.

Inocular los tubos con colonias de cultivos jovenes e incubar 24 hrs/ 37 grados
centigrados.

Agregar de 4 a 5 gotas del reactivo de Kovac's al tubo, una reaccidn positiva se

caracteriza por la aparicion de un halo rojo en la superficie...(41}

37



Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y control negativo de

referencia.

Control Positivo (CP). : Echerichia coli ATCC 19615
Control .Negativo (CN). : Klebsiella pneumoniae ATCC 9997
TIPO : Hib.

Blanco de reactivo.

Formacion de un anillo rojo

fig 7 Prueba de indol
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UREA

Fundamento

Determinar la capacidad de un organismo de desdoblar la urea formando dos
moléculas de amoniaco por accidn de la enzima ureasa.

El sustrato urea es una diamina del acido carbonico a la que frecuentemente se
menciona como carbamida. La hidrolisis de Ia urea es catalizada por una enzima especifica, la
ureasa, la cual la desdobla en dos moléculas de amoniaco. La ureasa es una importante enzima
microbiana, vinculada con la descomposicion de compuestos organicos, clasificada como una
amidasa; por lo que cataliza la hidrolisis de las amidas, Las que son capaces de romper por

hidrolisis el enlace entre el nitrogeno y el carbono...(41).

Interpretacion

Reaccion positiva: color rojo rosado intenso en todo el medio de crecimiento.

Reaccion negativa: no se produce cambio de color ( amarillo o anaranjado).

Técnica

Caldo de urea de Stuart

Pesar las cantidades exactamente de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
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Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.
Calentar muy ligeramente para su disolucion.
Distribuir en tubos aproximadamente de 3-4 ml,
Esterilizar en autoclave 7 1b/ 10 min.

Dejar enfriar antes de su uso.

Inoculacion

Se inocula el tubo con un asa la cantidad recogida de un cultivo joven, repitiendo la
operacton tres veces.

Se agita suavemente el tubo para lograr la suspencion bacteriana.

Se incuba 37°C durante 24 horas y se observa la reaccion positiva cuando aparezca

una coloracion rojo rosado intenso en el medio...(41)

Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y negativo de referencia.

Control Positivo (CP). Klepsiella Pneumoniae ATCC 9997
Control Negativo (CN). Echerichia coli ATCC 19615
TIPO Hib.

Blanco de reactivo.
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Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.
Calentar muy ligeramente para su disolucion.
Distribuir en tubos aproximadamente de 3-4 ml.
Esterilizar en autoclave 7 1b/ 10 min.

Pejar enfriar antes de su uso.

Ingculacién

Se inocula el tubo con un asa la cantidad recogida de un cultivo joven, repitiendo la
operacion tres veces.

Se agita suavemente ¢l tubo para lograr la suspencion bacteniana.

Se incuba 37°C durante 24 horas y se observa la reaccion positiva cuando aparezca

una coloracién rojo rosado intenso en el medio...(41)

Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y negativo de referencia.

Control Positivo (CP). Klepsiella Pneumoniae ATCC 9997
Control Negativo (CN). Echerichia coli ATCC 19615
TIPO Hib.

Blanco de reactivo.

40



Rehidratar con agua destilada o desmineralizada.
Calentar muy ligeramente para su disolucion.
Distribuir en tubos aproximadamente de 3-4 ml,
Esterilizar en autoclave 7 Ib / 10 min.

Dejar enfriar antes de su uso.

Inoculacién

Se inocula el tubo con un asa la cantidad recogida de un cultivo joven, repitiendo la
operacion tres veces.

Se agita suavemente el tubo para lograr la suspencion bacteniana.

Se incuba 37°C durante 24 horas y se observa la reaccion positiva cuando aparezca

una coloracion rojo rosado intenso en el medio...(41)

Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y negativo de referencia.

Control Positivo (CP). Klepsiella Pnexmoniae ATCC 9997
Control Negativo (CN). Echerichia coli ATCC 19615
TIPO Hib.

Blanco de reactivo.
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Formaciin de un color rojo-rosado

fig 8 Prueba de urea

DESCARBOXILACION DE ORNITINA (MIO)

Fundamento

La decarboxilacién es el proceso por el cual las bacterias que poseen enzimas
decarboxilasas especificas son capaces de atacar a los aminoacidos en su grupo carboxilo

dando una amina o una diamina y anhidrido carbénico. las enzimas decarboxilasas son

numerosas y cada una especificas para un sustrato determinado . Las tres decarboxilasas,
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lisina, la ornitina y la arginina, son formadas por un organismo v cultivadas en un medio acido
¢n presencia de un sustrato especifico, los productos de la decarboxilacion provocan una
desviacion del pH hacia la alcalinidad. FEl a.a. L-omitina es decarboxilado por la enzima

omnitina-decarboxilasa para dar la diamina putresina y anhidrido carbénico.
Interpretacion

Prueba positiva: pirpura turbio a un parpura amariflento apagado

Prueba negativa: color amarillo claro y brillante

Técnica

Método de Brooker v col.

Pesar las cantidades exactamente de acuerdo con las indicaciones del fabricante.
Rehidratar con agua destilada 0 desminerzalizada.

Calentar muy ligeramente paa su disolucién.

Distribuir en tubos aproximadamente de 3-4 mi,

Estenlizar en autoclave 151b/ 15 min,

Dejar enfriar antes de su uso.

Inoculacion
Poner un inoculo espeso, recogido con un asa, en el medio preparado
Cubrir con una gota de vaselina o parafina fundida.

Incubar a 37°C / 24hrs...(41}

Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y negative de referencia
Control Positivo (CP) Enferobacter aerogenes ATCC13048
Control Negativo (CN) Klebsiella pneumoniae ATCC 9997
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TIPO: Hib
Blanco de reactivo

fig 9 prueba de MIO

PRUEBA DE AGLUTINACION CON PARTICULAS DE LATEX

Fundamento

El uso de métodos serologicos para la identificacion de especies de cepas de
Haemophilus no se ha evaluado adecuadamente. Los serotipos capsulares pueden determinarse
por aglutinacién. La suspencién de células usadas para la prueba de aglutinacién en porta objetos
debe prepararse de un cultivo joven, pues la estructura capsular tiende a deteriorarse en cultivos
mas vigjos, la suspencion celular debe tener densidad suficiente para permitir que la reaccion

antigeno-anticuerpo quede completada en un minuto.. (38)
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Interpretacién

Una reaccién fuertemente positiva ocurre cuando todas fas bacterias se aglutinan y el
liquido entre los racimos queda claro

Una reaccién negativa la suspencién permanece sin cambio.

Técnica

Se coloca una gota de! reactivo de aglutinacién ( 50 - 100 pl ) en un porta objetos.

Se le agrega una asada de la cepa problema , proveniente de un cultivo joven y se
agita ligeramente.

una reaccién positiva se caracteriza por la formacidén o presencia de
aglutinacion...(38)

Control de calidad

Para el Control de Calidad. se utilizan cepas control positivo y negativo de referencia

Control Positivo (CP} Hib de referencia

Control Negativo {CN) Hib no tipificable

Blanco de reactivo
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Interpretacion

Una reaccion fuertemente positiva ocurre cuando todas las bacterias se agiutinan y el
liquido entre los racimos queda claro

Una reaccion negativa la suspencion permanece sin cambio.

Técnica

Se coloca una gota del reactivo de aglutinacion ( 50 - 100 pl ) en un porta objetos.

Se le agrega una asada de la cepa problema , proveniente de un cultivo joven y se
agita ligeramente.

una reaccién positiva se caracteriza por la formacién o presencia de
aglutinacion...(38)

Control de calidad

Para el Control de Calidad, se utilizan cepas control positivo y negativo de referencia

Control Positivo (CP) Hib de referencia

Control Negativo (CN) Hib no tipificable

Blanco de reactivo
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REACCION PE AGLUIYNACION

fig 10 Reaccién de aglutinacién con particulas de latex

PRUEBA DE DEPENDENCIA DE FACTORES XYV EN
MEDIOS DE BHI Y AS.

AGAR INFUSION CEREBRO CORAZON (BHI)

Estos medios de cultive se basan en el principio del caldo ROSENOW preparado con
trozos de cerebro y son adecuados para &l cultivo de muchas bacterias exigentes , este medio

es especialmente adecuado para el cultivo de Staphnlococeo, Preumococos, entre otros.
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Composicion

Sustrato alimenticio (extracto de cercbro, extracto de corazén y peptona D(+)glucosa,
cloruro de sodio, hidrogeno fosfato disodico, agar-agar.

Preparacion

Disolver 52 g1 del medio y esterilizar en autoclave 15 min. a 121°C, 15 1b de
presion.

Verter en placas y dejar solidificar.. (42)

Empleo e interpretacion

Como se describe en la pag 11 fig 1}

fig 11 Agar BHI para dependencia de factores Xy V
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AGAR SANGRE

Este medio de cultivo dispone de una excelente y abundante base nutritiva que ofrece
condiciones optimas de crecimiento a todos los m.o. presentes , su pH (6.8) es especialmente
favorable para la conservacion de los critrocitos y para la formacion de halos hemoliticos
claros .

Composicion

Sustrate nutritivo, cloruro de sodio, agar-agar, sangre de carnero desfibrinada,

Preparacién

Disolver 40 g/l, estenlizar en autoclave (15 MIN, 121°C, 15Ib), dejar enfriar a 453-
50°C, incorporar 5-8% de sangre de camero desfibrinada y verter en placas y dejar
solidificar.. (42)

Empleo e interpretacion

Como se describe en la pag. 11 fig 12
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AGAR SANGRE

Este medio de cultive dispone de una excelente y abundante base nutritiva que ofrece
condiciones Optimas de crecimiento a todos los m.o. presentes , su pH (6.8) es especialmente
favorable para la conservacion de los eritrocitos y para la formacion de halos hemoliticos
claros .

Composicion

Sustrato nutritivo, cloruro de sodio, agar-agar, sangre de camero desfibrinada.

Preparacién

Disolver 40 g/, esterilizar en autoclave (15 MIN, 121°C, 151b), dejar enfiiar a 45-
50°C, incorporar 5-8% de sangre de carnero desfibrinada y verter en placas y dejar
solidificar...(42)

Empleo e interpretacion

Como se describe en la pag. 11 fig 12
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fig 12 agar sangre para dependencia de factores Xy V
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la rezlizacion del anilisis estadistico se aplico la prueba de Ji-cuadrada de

contingencia (x%)...( 63), como a continuacion se demuestra:

Calculo de la zona de rechazo de Ho

gl = ({-1)}c-1) donde r =renglones

¢ = columnas
gl = (2-1)(2-1) gl = grados de libertad
gl = 1

si consideramos o« = 0.01 entonces X% = Xre

X099 = 6.635 . .(tablas.. 63 )

Ho cierto
0.99
0.01
0 6.635
ACEPTA Ho RECHAZA Ho
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ANALISIS ESTADISTICO

Para la realizacion del analisis estadistico se aplico la prueba de Ji-cuadrada de

contingencia (x%)...( 63), como a continuacion se demuestra:

Calculo de la zona de rechazo de Ho

gl = (r-1)ec-1) donde r =renglones

¢ = columnas
gl =(2-H2-1) gl = grados de libertad
gl = 1
si consideramos o« = 0.0] entonces X3 = qu;‘

X’i099 = 6.635 ..(tablas....63 )
Ho cierto
0.99
0.01
0 6.635
ACEPTA Ho RECHAZA He
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Para cada uno de los datos obtenidos,( tablas 1,2,3), se calculan sus valores esperados en

relacion a los observados utilizando las siguientes ecuaciones:

e =(Zn)(Za)
n

e = (EI’])(Z(‘/})
n

e = (ZT:)(EC])
n

e12 = (Ze2)(Ecz)

n
TOTAL
NINOS e ez |f2
ADULTOS |ez, €z2 r2
TOTAL C1 <2 n

en donde;
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Para cada uno de los datos obtenidos,( tablas 1,2,3), se calculan sus valores esperados en

relacin a los observados utilizando las siguientes ecuaciones:

€y = ( }Zrl)(Ec])
n

€12 = (En)(z(};)
N

ez ={Zr)(Zcy)
n

€12~ (ECz)(EGz)

n
TOTAL
NINOS €11 €12 n
ADULTOS €21 €12 rz
TOTAL ci Cz n

en donde:
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RESULTADOS

Se estudiaron 270 muestras de exudados faringeos €n una poblacion de adultos* e
infantes* que acudieron a consulta en unidades del IMSS ( clinica # 62, clinica # 57 ) ¢ ISEM.
(Hospital General "José Vicente Villada") de los cuales el 24.43%, (66 casos; 23 nifios y 43
adultos ),presentd cultivo positivo a la presencia de Haemophilus influenzae, tabla 1 y 1b .
Detectandose 17 casos de portadores de Haemaophilus influenzae serotipo b en la poblacion
estudiada, (datos observados en las tablas 2 y 2b); en el cual el grupo en donde existe mayor
prevalencia es el adulto, 12 casos (4.44%). Los casos detectados con Haemophilus
influenzae biotipo [ se probaron para determinar presencia de capsula por medio de
serotipificacidn encontrandose cifras del 4.81 % del total de muestras trabajadas, las tablas 3
y 3b muestran los resultados (13 casos), en donde observamos [os casos considerados como
positivos y negativos asi como los porcentajes encontrados para cada grupo estudiado .

En las tablas 1a, 2a y 32 se mucstran los valores observados {0} y esperados (€) en
base al anilisis estadistico, las cuales nos son 1itiles para determinar la aceptacion o rechazo de
nuestras hipotesis

A los resultados obtenidos se les aplico la prueba de x* como a continuacién se

demuestra:

* NOTA: en nuestro estudio nos referimos a individuos adultos como a los pacientes

mayores de 5 afios, y a los individuos infantes como a los pacientes menores de 5 aiios.
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RESULTADOS

Se estudiaron 270 muestras de exudados faringeos en una poblacién de adultos* e
infantes* que acudicron a consulta en unidades del IMSS ( clinica # 62, clinica # 57 ) ¢ ISEM.
{Hospital Genera! "José Vicente Villada") de los cuales el 24.43%, (66 casos; 23 nifios y 43
adultos ),presentd cultivo positivo a la presencia de Haemophilus influenzae, tabla 1 y 1b .
Detectandose 17 casos de portadores de Haemaphilus influenzae serotipo b en la poblacion
estudiada, (dato: observados en las tablas 2 y 2b); en el cual el grupo en donde existe mayor
prevalencia es el adulto, 12 casos (4.44%). Los casos detectados con Haemophilus
influenzae biotipo 1 se probaron para determinar presencia de capsula por medio de
serotipificacion encontrindose cifras del 4.81 % del total de muestras trabajadas, las tablas 3
y 3b muestran los resultados (13 casos), en donde observamos los casos considerados como
positivos y negativos asi como los porcentajes encontrados para cada grupo estudiado .

En ias tablas 1a, 2a y 3a se muestran los valores observados (0} y esperados (e) en
base al analisis estadistico, las cuales nos son utiles para determinar la aceptacion o rechazo de
nuestras hipotesis

A los resultados obtenidos se les aplico la prueba de x* como a continuacion se

demuestra:

* NOTA: en nuestro estudio nos referimos a individuos adultos como a los pacientes

mavores de 5 afos, y a los individuos infantes como a los pacientes menores de 5 afios.
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Tabla 1. presencia de Hi en la muestra poblacional de adultos e infantes

( valores observados oij ).

Hi Positivos Y Negativos % Total
grupo

Nifios 23 851 s 12.96 58

Adultos 43 1592 169 62.59 212

Total 606 24 43 204 75.55 270

Para la tabla 1, se establecen Hy y H;

Hy : Hi es independiente de la edad

H, : Hi es dependiente de la edad

Se realiza su analisis estadistico

(58) (66)
en == 142
270
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Tabla 1. presencia de Hi en la muestra poblacional de adultos e infantes

( valores observados oij ).

Hi Positivos % Negativos % Total
grupo

Niflos 23 851 35 12.96 58

Adultos 43 1592 169 62.59 212

Total 66 24.43 204 75.55 270

Para la tabla 1, se establecen Ho y H;

H, ; Hi es independiente de la edad

H,; : Hi es dependiente de la edad

Se realiza su analisis estadistico

(58) (66}
en =~ = 142
270
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{58) (204)

bz= ——— =438
270
(212) (66)
en= ——— =518
270

(212) (204)
€ = =l602
270

conjuntando estos valores con los de la tabla | tenemos la tabla 1a

Tabla 1a ; valores observados (o) y esperados(e} de Haemophilus influenzae en

base af analisis estadistico

Hi Positivos Negativos Total
grupe | o ¢ o €
Nifios 23 35 58
14.2 438
Adultos 43 169 212
51.8 160.2
Total 66 204 270
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calculamos X?

X =(23-142) +(35-438Y +(43-518)" + (169 -160 2)*
14.2 438 51.8 160.2

X'= 545 + 177 + 149 +048

X%, = 920

tomando nuestro criterio de aceptabilidad tenemos que :

como 9.20 es mayor a 6.35 entonces se rechaza Ho , por lo que H, es aceptada.
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De la misma forma procedemos paralatabla2y3

Tabla 2. presencia de Hi biotipo | en la muestra poblacional de adultos e

infantes ( Valores observados o ij ).

Hi Positivos % Negativos Y Total
grupo

Nifios 5 1.85 18 6.66 23

Adultos 18 4.44 31 11.48 43

Total 23 629 49 18.14 66

Es importante sefalar que los porcentajes que se muestran en esta tabia son en base

al niimero total de muestras tomada {270).

Paralatabla2 establecemos Hy yH;

Hy : Hi biotipo I es independiente de la edad

H; : Hi es dependiente de la edad
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Tabla 2Za . Valores observados (o} y esperados (e} en la muestra de Hi bl en base al

analisis estadistico.

Hibl Positivos Negativos Total
grupo | o e 0 e
Nifios 5 18 23
5.9 17.9
Adultos i2 31 43
1.1 319
Total 17 49 66

para este caso

X< X4

por lo que se acepta Hy
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Tabla 3. Presencia de Hib en la muestra poblacional de adultos e infantes
(valores observados o ij ).

Hib Positivos % Negativos % | Total
Brupo
Nifios 4 1.48 1 0.37 5
Adultos 9 3.33 3 1.11 12
Total 13 481 4 1.48 17

Es importante sefialar que los porcentajes que se muestran en esta tabla son en base
al nimero total de muestras tomada (270).

Parala tabla3 establecemos Hy y Hy

H, : Hib es independiente de la edad

H, : Hib es dependiente de la edad
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Tabla 3a. Valores observados (o) y esperados (e) de Hib en la muestra en base al

analisis estadistico.

Hib! Positivos Negativos Total
Nifios 4 1 5
38 1.2
Adultos 9 3 12
9.2 28
Total i3 4 17

Como en este caso s¢ tienen valores menores de 5 se realiza la correccion de Yates en

donde obtenemos que:

X< X3

por lo que se acepta Hy
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ESTADISTICA DESCRIPTIVA

Tabla 1b. porcentajes de Hi encontrados en la muestra estadistica

.. (45,47,51)

[ POSITIVOS % REFERENCIA
NINOS 23 8.51 8 90%
ADULTOS 43 15.92 35%
TOTAL 66 24.43

Tabla 2b. porcentajes de Hi biotipo I en la muestra estadistica

(16,47}
POSITIVOS % REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA
NINOS 5 1.85
Mis del 90% de Hib son
ADULTOS 12 444 biotipo [
TOTAL 17 6.29
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Tabla 3b Porcentajes de Hib encontrados en la muestra estadistica

(23,51)
POSITIVOS % REFERENCIA
BIBLIOGRAFICA
NINOS 4 148 2-6%
ADULTOS 9 333 1%
TOTAL 13 48]

En estas tablas lb, 2b y 3b se muestran los porcentajes encontrados

experimentalmente asi como los reportados bibliograficamente cuyo analisis a continuacion

se describe.

62



DISCUSION

En la actualidad £i ha cobrado cierta importancia como bacteria patbgena para el
humano, por ende ¢s considerada como potencialmente contagiosa, debido a que se encuentra
como miembro de la flora oral autdctona...(47) aunado a que entre la poblacion existen
diversos factors que la hacen altamente susceptibles para que se lleve a cabo la colonizacién
en el humano, especialmente en nifios menores de 5 afios y personas mayores, de este m.o.,

por diferentes mecanismos propios de su especie...(1,23,30,51).

En nuestro estudio cl aislamiento de Hib fué realizadd basicamente en tres etapas,

esto para entender mejor como se comporta Hib.

AISLANMIENTOQ DE Hi

En esta etapa los resultados muestran que existe una mayor recuperacion de Hi en el
grupo de adultos en ta muestra estudiada, tabla 1, esto con base en que ¢l estudio estadistico
muestra una diferencia significativa entre los casos observados y esperados, tabla la, por lo
que se dice, para este caso la bacteria va a depender de la edad , esto en cuanto al periodo en
el cual se realizé el estudio. Es importante tomar en cuenta al grupo de mayor riesgo que es
el de los menores de 5 afios, como lo demuestran estudios realizados en diferentes
paises...(7,11,23,28,29,43,45), sin embargo el grupo de nifios mayores y adultos son
considerados como portadores comunes de este m.o. entre quienes la transmision se conoce
que ocurre, y un brote pudiese parecer raro, de ahi que en este grupo de edades se encuentre

una mayor recuperacion de este m,o....(5,6,40,4751,65).
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IDENTIFICACION DE Hi biotipo I

Para este caso el estudio estadistico nos muestra que el aislamiento de Hi biotipo | no
se relaciona con la edad, en base a nuestra hipotesis establecida, debido a que no existe
diferencia significativa entre los casos cobservados v esperados, tabla 2 y 2a, aunque estd
reportado por diversos autores, que existe una mayor incidencia del biotipo { en la poblacién
pediatrica con diferentes patologias, por ser estd la mas susceptible..
(11,23,26,27,28,30,35,40,43,47,51,52), sin embargo es importante tener en cuenta los diversos

faciores de riesgo que puedan afectar a la poblacion haciendola mas susceptible a este m.o..

IDENTIFIACION DE Hib

Al analizar la tabla 3 y 3a, se observa que no hay diferencia estadistica significativa,
lo cual nos indica que la presencia de Hib no esta condicionada hacia la edad, sin embargo, se
han encontrado reportes en los que existe un mayor aislamiento de casos de Hib en nifios
menores de 5 aftos, lo que es mas, en la mayoria de los trabajos realizados este m.o. se
encuentra presente en la poblacion  pediatrica....(7,8,40,43,45.46,52), de ahi que nuestro

estudio se enfocara hacia esta poblacion.
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La importancia de este estudio , aungue no corrobora lo que hasta hoy en dia ha
estado manejandose, es decir, que la poblacién en la que mayormente se presenta cste m 0. €s
la pediatrica { infantes menores de 5 afios),si nos da una pauta para establecer que la presencia
de Hib va a estar afectada por diversos factores de riesgo como lo son: la época del aiio,
grupo de edad, zona geografica, asi como el medio de cultivo empleado para el aislamiento de

este m.o., como lo describen diversos autores en varios paises...(1,6,7,11,3047,51).

Finalmente podemos sefialar que en este estudio, los valores obtenidos
experimentalmente caen dentro de los que son reportados en la literatura, tablas 1b, 2b, y
3b...(5,16,23,45,47,51,65) a excepcion de Hib para adultos, (3.33%), en los que se reportan
valores del 1.1%, pero posiblemente se deba a las diferentes condiciones comentadas
anteriormente, cabe sefialar que los valores bibliograficos que presentamos en estas tablas son
una recopilacién de datos de diferentes estudios, realizados en varios paises, esto debido a que
no se tienen valores establecidos para Hib, ya que los diferentes factores de riesgo que lo

condiciona van a determinar su presencia en una zona u otra.
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CONCLUSIONES

De 1a poblacion estudiada (270 muestras) se encontrd que en el 4.81 % de los casos
(13 individuos) existe Hib como parte de la flora normal de ia faringe, dato que concuerda
claramente con lo reportado en la bibliografia (1.55- 6.0 %) aunque su presencia no va a estar
condicionada por la edad, como se ha demostrado en base al estudio estadistico, si va a
depender de la zona en la que se realice el estudio, por lo que habra zonas de mayor y menor

riesgo en base a sus caracteristicas geografica.

La estandarizacidn y validacion del medio de cultivo empleado para el aislamiento de
Hib (Agar para Antibiotico # 1 + Agar G.C. en una proporcidn de 1:1 ; con la incorporacion
de discos de bacitracina de 10 U ), para llevar acabo el primoaislamiento de Hi a partir de
exudados faringeos, él cual en comparacién con el medio de cultivo tradicional (Agar
Chocolate ) ofrecié  varias ventajas como lo son una buena recuperacidén, asi como un

crecimiento abundante de la bacteria para los fines requeridos fig 4.

La identificacion y biotipificacion por medio de pruebas bioquimicas (Gram,
Oxidasa, Catalasa, Indol], Urea, MIO y dependencia de factores "X" y "V" ) de Haemophilus
Influenzae, es imporiante, ya que al llevar a cabo un correcto aislamiento y diagnéstico de Hi
en porladores sanos, se puede tener una forma de prevenirlo por medio un tratamiento
profilactico conllevando a que se estaria previniendo una posible enfermedad de tipo cronico
y/o agudo, que puede evitarse en la mayoria de los casos, como se ha demostrado, este m.o.
esta presente en un porcentaje significativo dentro de la muestra en estudio, 4.81% , en

’

comparacion a los reportados en la literatura {tabla 3b).
La serotipificacion del polisacarido capsular b en las cepas identificadas como Hib 1

se realizo mediante el empleo de antisuero moncclonal ( Reactivo de aglutinacion con

particulas de latex para serotiptficar Haemophilus influenzae serotipo b, DIFCO ) en cultivos
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bacterianos jovenes, esto debido a que Hib tiene la capacidad de autolisar su capsula , lo que
al suceder proporciona un tncorrecto diagnostico, cabe destacar que es importante llevara cabo
la serotipificacion porque a partir de esta podemos establecer mas especificamente que tipo de
m.o, esta afectando a la poblacién y asi poder dar un tratamiento profilactico adecuado y

especifico.
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ANEXO

Numero de muestras

El estudio realizado involucrd 270 muestras de exudados faringeos, tomadas al azar a

personas que acudian a clinicas de! IMSS e ISEM por problemas en tracto orofaringeo.

El nimero de muestras fué calculado estadisticamente en base a la confianza que

queremos del estudio como a continuacion se muestra;

N=zo'pq

Donde: n = namero de muestras
z,= tablas estadisticas
p y q= variables estadisticas

¢ = error maximo permitido

St consideramos que nosotros requerimos de una confianza del 95%, entonces;

1 -oc =95% > Z, = 1.96 (tablas)..(63 )
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Para que el estudio sea significativo se realiza el calculo para obtener el menor emror

estandar, por lo que consideramos;

e=0.06 (6%, aunque se recomienda como ideal 4%}
p=05
q=05

Es importante sefialar que a mayor niimero de muestras tendremos un minimo error
standard, por ende a un menor nimero de muestras se tendra un mayor error standard, de ahi
que consideremos una p y g de 0.5 ya que en estas condiciones tendremos el numero maximo

de muestras a ura e de 6% .

Sustituyendo valeres en nuestra ecuacion:

(1.96)% 0.5) (0.5)

=
(0.06)?
0.9604
n =
0.0036

n=2667 ~ 270 muestras de exudados faringeos que se recomienda

estadisticamente.
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Para que el estudio sea significativo se realiza el calculo para obtener ¢l menor error

estandar, por lo que consideramos:

e=0.06 (6%, aunque se recomienda como ideal 4%)
p=0.5
q=05

Es importante sefialar que a mayor nimero de muestras tendremos un minimo error
standard, por ende a un menor nimero de muestras se tendra un mayor error standard, de ahi
que consideremos una p y q de 0.5 ya que en estas condiciones tendremos el numero maximo

de muestras auna e de 6% .

Sustituyendo valores en nuestra ecuacion

(1 96)%( 0.5) (0.5)

.
(006)?
0.9604
0=
0.0036

n= 2667 = 270 muestras de exudados faringeos que se recomienda

estadisticamente.
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