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l. INTRODUCCIÓN.

1.1 Antecedentes.

Haemophilus influenzae es un bacilo pequeño (0.2 x 0.3 a 2 um) Gram negativo, que forma parte

de la flora normal de las vías respiratorias superiores. Se han reportado diversos porcentajes para

los portadores asintomático de éste microorganismo y estos varían de país a país , por ejemplo en

los países industrializados el rango es de 1 a 5 % de la pob lación y hasta más del 40 % en países

en desarrollo . Dichos porcentajes están sujetos a variación incluso dentro de un mismo país, esto

se debe al tipo de población y/o áreas de estudio y en general son más bajos en adultos que en

niños en edad escolar. La colonización por cepas no tipificables es mucho más común. Las tasas

de portación son alrededor del 60 al 90 % en los niños pequeños sanos y del 35 % en los adultos.

Aproximadamente el 75 % de los niños sanos.menores de cinco años de edad portan cepas no

tipificables de Haemophilus influenzae en la naso faringe en contraste con un 2 a 5 % que

albergan cepas del serotipo b. De las cepas aisladas de niños cerca del 5 % son encapsuladas y

la mitad de ellas son del tipo b. En los adultos solo el 0.4 % de los aislamientos corresponde al

serotipo b.

La frecuencia de las infecciones invasoras se relaciona de manera inversa con la edad; solo un

pequeño porcentaje ocurre en adultos y en niños mayores. Las infecciones en los dos primeros

meses de vida son raras, probablemente debido a la transferencia de anticuerpos matemos. Las

infecciones por Haemoplilus influenzae tipo b (Hib) que ocurren con mayor frecuencia en la edad

pediátrica son: meningitis, epiglotitis, artritis y neumonía. Las infecciones más frecuentes por

Haemophilus influenzae no serotipificable (NT) son: otitis media, sinusitis, bronquitis crónica y

neumonía. Hasta hace un tiempo se pensaba que la infección sistémica por Haemophilus

influenzae era poco común en adultos, pero ahora se le reconoce cada vez con mayor frecuencia.



Las enfermedades por Haemophilus influenzae ocurren en todo el mundo y en su mayor parte son

de naturaleza endémica. Las infecciones sistémicas se producen con mayor frecuencia entre

personas susceptibles en familias y en centros diurnos. Los factores del huésped que parecen

contribuir a este aumento de la susceptibilidad incluyen deficiencias de inmunoglobulina,

drepanocitis, esplenectomia previa e infecciones pulmonares crónicas. En el caso del adulto el

alcoholismo incrementa el riesgo de neumonía por Haemophilus influenzae (Gasso et al, 1981;

http://165.l58.ll0/spanish/huphup_hib_epideprev.htm).

La mortalidad por neumonía se estima entre 2 y 30 %, esta ultima cifra en pacientes

hospitalizados. El diagnóstico de la neumonía adquirida en la comunidad es quizás uno de los

más dificiles y solo alcanza en 40 a 60 % de los estudios incluidos en estudios prospectivos. De

acuerdo con los datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica, en la semana 36 del

2003 se habían reportado 105,968 casos de enfermedades infecciosas del aparato respiratorio en

la República Mexicana.

En todo el mundo Streptococcus pneumoniae es el agente identificado con mayor frecuencia,

responsable de un promedio de 35 % del total de los casos de neumonía adquirida en la

comunidad y hasta de SO a 65 % de aquellos en los que se logra establecer el agente causal. En el

cuadro 5 se muestra los agentes causantes de neumonía adquirida en la comunidad en adultos

(Soto et al, 1999).

2



Cuadro 5. Principales agentes causales en casos de neumonía adquirida en la comunidad en
adultos. '

Bacterias % Otros agentes 0/0*

Streptococcus pnewnoniae 50-60 Mycoplasma pnewnoniae 10

Haemophilus influenzae 8-10 Chlarnydia pnewnoniae 5-10

Bacilos entéricos Grarn 5 Leaione lla pnewnophila 5-10

negativos

<K!ebsiella sp.

Escherichia coli ).

Staphylococcus aureus 3-5 Virales 5-10

(influenza)

Moraxella catarrhali s 1-3 Sincitial respiratorio 5-10

' Por extrapolación de datos obtemdos en otras partes del mundo , la epidemiología de estos agentes aun no se ha estudiado de manera suficiente en
México . Ent:Wec y Microbi oll999; 19(6):303.
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1.2 Generalidades.

1.2.1 Morfología.

El género Haemophilus pertenece a la familia Pasteurellaceae y comprende un grupo de bacilos

o cocobacilos Gram negativos pequeños no esporulados, no móviles, aerobios o anaerobios

facultativos. El nombre del género proviene del griego haemo sangre y phi/us amor, amistad.

(que ama la sangre). Crecen a temperatura óptima de 35° a 37°C y una baja presión de CO2 con

requerimiento exigentes para su crecimiento (MacFaddin, 2000).

Las cepas de Haemphlilus influenzae pueden ser o no capsuladas. En las primeras se pueden

diferenciar seis serovares o serotipos diferentes (a - f), basándose en la estructura antigénica de

los polisacáridos capsulares, demostrables por la Reacción de Quellung, (reacción de hinchazón

con antisuero específico para cada tipo). En general las colonias son muy pequeñas similares a

gotas de rocío y tienen apariencia áspera o rugosa. Mientras que Haemophilus influenzae

encapsulado por 10 general el tipo b produce colonias mucoides y brillantes. Después de 48 horas

de incubación se desarrolla una umbilicación central a causa de la excreción de un polímero

capsular. Las colonias mucoides a menudo se convierten espontáneamente en rugosas debido a la

perdida de la cápsula.

A pesar de que tanto las cepas capsuladas como no las capsuladas (no serotipificable) pueden

causar infección, las serotipo b son las responsables de más del 90 % de las enfermedades severas

en los niños menores de cinco años. En el esputo o en las aspiraciones del oído, los

microorganismos no serotipificable a menudo se observan más alargados que los

microorganismos encapsulados y pueden presentar una coloración bipolar con la tinción de

Gram.
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1.2.2 Fisiología.

Todas lasespecies de Haemophilus requieren uno o los dos factores de crecimiento presentes en

la sangre denominados X y V (cuadro l ), El factor X termoestable es la protoforflrina IX, el

precursor de la hemina que es el grupo prostético en los citocromos y en enzimas del hemo como

la catalasa y la peroxidasa. Las especies no dependiente de la hemina como el Haemophilus

parainfluenzae sintetizan la hemina por la vía común del detrapirrol, pero los microorganismos

dependientes de la hemina han perdido la capacidad de convertir el ácido o-aminolevulínico en

protoforfírina, Al parecer las especies hemina-dependiente carecen de todas las enzimas para la

síntesis del tetrapirro1 con excepción de la ferroquelatasa o hemo-sintetasa, que este presente en

forma variable y que cataliza la inserción final de Fe 2+ o Fe3+ en el anillo de protoporfirinas

Fe 2+ o Fe3+ ) hemo O hemina

Uroporfírin ógeno

Protoporfirina IX

como se muestra en el siguiente esquema:

Succinil CoA + glicina ----7 o-Aminolevulinato

----')~ Porfobilinógeno

---:>;.- Coproporfirinógeno

Cuando crece Haemophilus influenzae en una atmósfera de C02 tiene un metabolismo anaerobio

y no produce citocromos. Por 10 tanto , el requerimiento de hemina está muy reducido si no

ausente por completo.

Dado que Haemophilus parainfluenzae no requiere una fuente de hierro exógena y por eso es

menos flexible en su metabolismo en condiciones de anaerobiosis continua produciendo y

utilizando el sistema citocromo.
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Haemophilus en un medio anaerobio utiliza nitrato como el aceptor de electrones. La única

quinona producida por el Haemophlius influenzae es la dimetilmenaquinona (DMK) , pero

algunas especies también producen ubiquinona. Mientras que la ubiquinona es utilizada en los

sistemas de transporte de electrones que conducen solo aceptores de alta potencia, como el

oxígeno o el nitrato , la DMK puede ser utilizada para el transporte de electrones tanto en

aerobiosis como en anaerobiosis. De esta manera, la expresión de DMK le permite al

Haemophilus influenzae producir energía tanto por fosforilación al nivel de sustrato como por

fosforilación oxidativa (Zinsser, 1996).

El agar chocolate es el medio más utilizado para el aislamiento de la especie de Haemophilus

influenzae. Para su · preparación se añade sangre a la base de agar y se le calienta

aproximadamente a 80 o e hasta que tome un color marrón. El calor libera los factores X

(hemina), el cual suministra los compuestos necesarios para la síntesis de citocromos, y también

el factor V (nicotinamida adenina dinucleótido o NAD) , que es una coenzima que partic ipa en las

reacciones de oxidorreducción del metabolismo celular en las células sanguíneas y también

inactiva las enzimas que degradan al factor V sin destruir este factor (MacFaddin, 2000). Los

medios de agar-sangre comunes permiten la proliferación de Haemophilus influenzae sólo

cuando la placa de agar se inocula de manera cruzada con Staphylococcus aureus (prueba de

satelitismo) u otro microorganismo que excrete el factor V. La proliferación en agar semisólido

es evidente 18 a 24 horas después de su inoculación.
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Cuadro 1. Propiedades de las diferentes especies de Haemophilus.

Especies Crecimiento Hemólisis Acido de la D-

Factores requeridos en COz xilosa

V X
,

Haemophilus influenzae + + - - +

Haernoplilus aegyptius + + - - -

Haemophilus haern olyticus + + - +/- +/-

Haernophilus ducrevi - + - - -

Haemophilus parainfluenzae + - - + -

Haem ophilus parahaernolyticus + - - + -

Haernophilus + - + - -

paraphrohaernolvticus

Haemophilus aphrophilus - + + - -

Haemophilus paraphrophilus + - + - -

Haernophilus sesnis + - - - -

Adaptado de Killan y Biberstein, En Krieg y Holt (dir.): Bergey s Manual of Systematíc Bacteriology, vol.1 Wilhams
&Wilkins, 1986, pág. 564.
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1.3 IDENTIFICACIÓN.

1.3.1 Pruebas Bioquímicas.

Para la identificación correcta de las especies de Haemophilus se realiza una serie de pruebas

bioquimicas dentro de las cuales se encuentra la fermentación de carbohidratos, la presencia de

actividad enzimática y el crecimiento en una atmósfera deC02 (cuadro 3).

.La superficie de varias cepas de Haemophilus influenzae está cubierta por una cápsula de

polisacáridos que permite clasificar serotipos antigénicos del a al f. El polisacarido tipo b es un

polímero de D-ribosa-ribosil-fosfato, también conocido como PRP, es el más virulento y está

asociado con infecciones sistémicas, especialmente en niños menores de 5 años. Su cápsula

polisacárida es antifagocítica ( http://165.158.110/spanish/huphup_hib_epideprev.htm). En 1976

Killan, en su estudio taxonómico del género Haemophilus estandarizó un sistema para biotificar

a Haemophilus influenzae basándose en pruebas bioquímicas de indo1, ureasa y ornitina

descarboxilasa (cuadro 3). Killan dividió las cepas de Haemophilus influenzae en cuatro

biotipos del I al IV. Estos biotipos son independientes del serotipo del microorganismo; es decir ,

que organ ismos de diferentes serotipos o cepas no serotipificable podía tener el mismo patrón de

reacciones biotípicas. Mediante estas mismas pruebas se han descrito además, cuatro biotipos

adicionales de Haemophilus influenzae (V, VI, VII Y VIII). En forma similar se han delineado

siete biotipos de Haemophilus parainfluenzae (denominados I a IV y VI a VIII)

(http://www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/fisiologia.php?mostrar=negativos).

Los estudios de biotipificación sugieren que Haemophilus influenzae es bioquímicamente

heterogéneo y que los factores no capsulares, con frecuencia predecibles por la biovariedad, se

asocian con la virulencia. En un estudio realizado por Biberstein y cols. aislaron 157 cepas de

Haemophilus influenzae en casos de meningitis el 94 % pertenecía a la biovariedad 1, la cual es

poco frecuente en el tracto respiratorio. Las cepas no encapsuladas que a menudo están
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implicadas en la conjuntivitis, la bronquitis crónica, la sinusitis y la otitis media habitualmente

pertenecen a las biovariedades II y III, las mismas que colonizan la nasofaringe de la mayoría de

las personas sanas (Zinsser, 1996).

Cuadro 2. Pruebas bioquímicas para la identificacción de las especies de Haemophilus.

Adapatado de Koneman y cols, DIagnóstico Mícrobiologíco, Texto y atlas coloroPanamericana 1999, pág. 375

Míeroorzanísmos Glucosa Sacarosa Lactosa Manosa Xilosa ONPG
Haemonhllus influeozae + - - - +/- -
Haemonhilus haemolvticus + - - - +/- -
Haemoohilus oarainfluenzae + + - + - +/-
Haemophilus + + - - - -
oarahaemolvticus
Haemonhilus sesnls D D - - - +/-
Haemophilus + + + + +/- -
naranhronhilus
Haemonhilus anhronhilus . + + + + +/- -
Haemonhilus ducrevi - - - - - -

• o

Cuadro 3. Pruebas para la identificación de Haemophilus influenzae,

Adaptado de Kilian y Biberstein, En Krieg y Holt (dir.): Bergey s Manual of Systematíc Bactenology, vol.1
Williams &Wilkins, 1986, pág. 564.
Adapatado de Koneman y cols, Diagnóstico Mícrobíologíco, Texto y atlas color. Panaméricana 1999, pág.375

Biotipo ALA Indol Ureasa Ornitina Producción de ácido a partir de:
dexarboxilasa

*Gln *Sac *Lac *Fruc *Rib *Xil *Man
I - + + + + - - - + + -
11 - + + - + - - - + + -
III - - + - + - - - + + -
IV - - + + + - - - + + -
V - + - + + - - - + + -
VI - - - + + - - - + + -
VII - + - - + - - - + + -
VIII - - - - + - - - + + -o.

* Glu= Glucosa, Sac =Sacarosa, Lac=Lactosa, Fruc=Fructuosa, Rib=Ribosa, XiI=Xilosa, Man=manosa.
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1.3.2 Métodos de identificación de Haemophilus influenzae.

Los métodos que se utilizan convencionalmente para la identificación de Haemophilus

influenzae, se basan en el uso de medios selectivos, enriquecidos y de requerimientos

nutricionales a las pruebas bioquímicas. Una de las desventajas de este tipo de estudio es el

tiempo para la identificación del microorganismo, por lo que es de gran utilidad el uso de

microsistemas. Algunos de ellos son los siguientes:

Sistema RIM (Rapid Identificaction Method)-Haemophi/us (Ortho Diagnostics Systems).

IDS RapID NH (RENEL).

Tarjeta "Neisseria-Haemophi/us Identification (NHI)" (BioMeriux).

HNID (Dade/MicrosScan).

Panel BBL Crystal Neisseria/Haemophi/us ID. (BD Biosciences).
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1.3.3 Estructura Antigénica.

Haemophilus influenzae contiene tres clases principales de antígenos de superficie: el

polisacárido capsular, ellipopolisacarido (LPS) y las proteínas de la membrana externa (fig. 1).

El LPS es un componente estructural a la membrana externa, los determinantes antigénicos de

superficie del LPS son los llamados somáticos o antígenos 0 , los cuales son los responsables de

la actividad de endotoxina en las bacterias gram negativas.

I---Antrgeno O

LPS

J............~..--- Upido A

I .!*"ipu.:-~~- Proteína porína

"---+-Lipoproleína

~=::re~H:~8--EK:~~-f- Proteína OMPA
Periplasma

~. "'~~ }::::~oo
~GtU~ . ¿U~~onoPlasmál~a

Fosfolipidos
Proteína

L-..J--- Centro

Figura 1. Esquema de una bacteria gram negativa.
Adaptado de Koneman y cols. Diagnóstico Microbiológico. Texto y atlas color. Panamericana 1999, pág. 13.

11



Los complejos glucolípidos de las moléculas de los LPS están compuestos por una porción

lipídica llamada lípido A, está se encuentra en la última capa de la membrana externa. Ellípido A

está compuesto por un disacárido de glucosamina y parece ser el principal responsable de las

manifestaciones de la actividad endotoxíca en los pacientes que presentan sepsis (fiebre, choque,

colapso vascular, hemorragias). La endotoxina también puede provocar una coagulación

intravascular diseminada, esto debido a la activación del complemento.

Aunque la mayoría de las cepas recuperadas de las infecciones sistemáticas pertenecen al tipo b,

también se han recuperado los serotipos a, e, d, e y f (http://www.microbilogia.com.ar/bacteriolo­

gia/fisilogia.php?mostrar=negaraivos).

El principal determinante antigénico del Haemophilus influenzae encapsulado es el polisacarido

capsular (cuadro 4). Este polisacarído confiere la especificidad de tipo del microorganismo yes la

base para el agrupamiento de los microorganismos en seis serotipos o serovares, denominadas del

a al f. Los antígenos capsulares producidos por los serotipos a, b, e y f son del tipo del ácido

teicoico, mientras que los serotipos d y e son polisacáridos. El polimero capsular del serotipo b es

único en el sentido de que contiene los azúcares pentosa, ribosa y ribitol fosfato, en lugar de las

hexosas o hexosaminas que se encuentran en los otros serotipos. Casi todas las cepas asociadas

con la enfermedad invasora pertenecen al serotipo b, principal antigénico es su fracción

oligosacarida no toxíca. Ellipooligosacárido (LOS) de Haemophilus influenzae tipo b, consiste

en un solo lípido A y una estructura análoga al oligosacarido de la base química o core del

lipopolisacarido (LPS) de las enterobacterias (fig. 2).
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El fundamento de la tipificación serológica de Haemophilus influenzae es una mezcla de una

fracción de la bacteria de los cultivos que se han caracterizado bioquímicamente con una gota de

anticuerpo. En caso de que la mezcla aglutine para el antígeno presente en el organismo, entonces

se identifica el serotipo en dicho organismo.

Dentro de los métodos para serotipificar se encuentran: a) reacción de Quel1ung, b) la

aglutinación en portaobjetos, e) aglutinación en látex, d) contrainmunoelectroforesis, e) agar

antisuero, f) inmunofluorescencia y coaglutinación(Grasso et al, 1981) .

La substancia capsular tipo b es un polímero lineal compuesto de ribosa, ribitol (un azúcar de

cinco carbonos) y fosfat o, o polirribosil-ribitol-fosfato (polyribosyl-ribítol-phosphate, PRP)

(figura 3), desempeña un papel importante en la patogenia de la enfermedad invasora causada por

estos microorganismos.

Cuadro 4. Polisacáridos capsulares de HaemophiJus influenzae.

Serotipo Azúcar P0 4 Acetilo

a Glucosa + -
b Ribosa y ribitol + -

e Galactosa + -
d Hexosa - -

e Hexosamina - +

f Galactosamina + +

Adaptado de Zlosser, Microbiología Panamericana, Buenos Aires, 1996, pág .64l.
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Las infecciones sistémicas por lo regular son provocadas por cepas encapsuladas, por lo que la

susceptibilidad a dichas infecciones se correlaciona en gran parte con la ausencia de anticuerpos

séricos contra la cápsula del tipo b. La cápsula interfiere con los mecanismos de defensa

obstaculizándola interacción entre la bacteria y las células del huésped. La carga negativa del

polisacarido capsular resulta en la repulsión entre la bacteria y las células epiteliales también

cargadas negativamente y en el enmascaramiento de adhesinas bacterianas, previniendo el

contacto íntimo (Soja et al, 1998). Los anticuerpos contra el polisacárido capsular del tipo b

pueden ser generados por la infección provocada por las bacterias que poseen antígenos de

superficie que reaccionan en forma cruzada.

H H H

Hz O H O O O H O

/' ""-
HOCH CH - O-C- C- C- C - C~ 0- P- O

\ I
CHO- CH H H H H H O

OH

Ribosa Ribitol Fosfato

Figura 3. Estructura del polisacárido capsular de Haemophilus intluenzae. (PRP)
Adaptado de Koneman y cols. Diagnóstico Microbiologico. Texto y atlas color. Panamericana 1999, pág. 13.
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Es probable que en el género Haemophilus la virulencia sea multifactorial, entre los componentes

que probablemente influyan en el proceso infeccioso se encuentran las proteínas de la membrana

externa y el LOS. Cada una de estas moléculas de superficie pueden ser responsables de una

función específica asociada con la virulencia, corno por ejemplo la adherencia, la capacidad de

ínvasión o la resistencia a la fagocitosis.

Haemophilus influenzae es una de las cinco especies bacterianas que se sabe que produce

protesas de IgA, son endopeptidasas neutras cuya capacidad única es de hidrolizar la cadena

pesada de la IgA1 humana como único substrato conocido. Dado que Haemophilus influenzae

infecta principalmente las superficies mucosas en el ser humano, donde las defensas del huésped

están mediadas por la IgA secretora.

Haemophilus influenzae es el único miembro del género que produce esta enzima, y produce tres

tipos diferentes de proteasas 19A que rompe las distintas uniones peptídicas dentro de la región

bisagra de la IgA. El tipo de proteasa producido se correlaciona con el serotipo del aislamiento ;

es decir, que las cepas no tipificables también producen uno de los tres tipos de proteasa

(Zinsser, 1996). Es poco lo que se sabe acerca del papel de la adherencia del Haemophilus

influenzae a las superficies epiteliales en la patogenia de la infección. No obstante, algunos

estudios indican que más del 90 % de las cepas no tipificables se adhieren a las células epiteliales

en la boca humana, mientras que sólo un 5 % de las cepas son del tipo b. Estas diferencias

marcadas podrían contribuir a las variaciones en la colonización observadas entre las cepas de

tipo b y las no tipificables. De ahí entonces que, la tendencia de las cepas no tipificables causan

infecciones localizadas y las del tipo b se asocian con infección invasora. La carga negativa del

polisacarido capsular resulta en la repulsión entre la bacteria y las células epiteliales también

cargadas negativamente y en el enmascaramiento de adhesinas bacterianas, previniendo el

contacto cercano.
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(http://www.Microbiologia.com.ar/bacteriologia/fisiologia.php?mostrar=negativos).

Las fimbrias son adhesinas bacterianas, las cuales, por su estructura fina y larga, abaten la

repulsión electrostática y el enmascaramiento que provoca la cápsula. Generalmente las cepas

aisladas de la nasofaringe tienen fimbrias, mientras que las cepas aisladas de la sangre o del

líquido cefalorraquídeo (LCR) no son fimbriadas(García et al, 2002).

Se ha demostrado que las fimbrias median la adherencia a células epiteliales orofaringeas,

eritrocitos, células epiteliales bucales, células del epitelio respiratorio y levaduras; se distribuyen

de manera homogénea sobre la superficie del microorganismo (Wilson et al, 1999; Finegeld,

1970; Falla et al, 1993).

Se han identificado adhesinas no fimbriales en Haemophilus influenzae no tipiflcables.designadas

como proteína HMWl y proteina HMW2, una segunda familia de prote ínas de alta masa

molecular (104kDa); las dos primeras son homólogas parcialmente y están relacionadas

antigénicamente con las hemaglutininas filamentosas de BordeteIla pertussis. que es un factor de

colonización, estas adhesinas median la unión a diferentes células epiteliales humanas (Falla et al,

1993; Jongensen, 1992).

Barekamp et al en 1996, descubrieron una familia de proteínas de alta masa molecular que

denominaron HMWI-HMW2like de 114 kDa y están codificadas por el gen hia; se expresan en

cepas no tipificables de Haemophilus influenzae.

Sirakova et al, 1994 y St GemeIlI et al, 1996, encontraron fimbrilIas de superficie, finas y cortas,

de sólo SOnm de longitud, al examinar Haemophilus influenzae por microoscopia electrónica de

transmisión, que son distintas de las fimbrias y tienen especificidad de unión celular diferente.

También hallaron que en la adherencia por fimbrillas influye la capsulación (Heelan et al, 1992;

Las adhesinas fimbriales y las no fimbriales de Haemophilu influenzae median el tropismo

tisular, pero difieren en especificidad. La adherencia mediada por fimbrias ocurre en células del
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epitelio columnar pseudoestratificado y ciliado, pero no en células cúbicas o escamosas y se

relaciona con la habilidad de Haemophilus influenzae para colonizar o causar infección en los

tejidos u órganos con esos tipos de células (Mendelaman et al, 1984 ).

Una característica funcional aparentemente importante en el desarrollo de la enfermedad por

Haemophilus influenzae es la variación de la fimbria. Durante la infección natural, las cepas de

origen nasofaríngeo son frecuentemente fimbriadas, mientras que su contraparte isogénica de

sitios sistémicos no tienen fimbria (Mendelman et al, 1986).

La unión a células sanguíneas mediada por fimbrias puede incrementar la eliminación de la

bacteria en la circulación sanguínea (Dealofeu et al, 1994).
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1.4 VIAS DE TRANSMISIÓN.

La infección por Haemophilus influenzae ocurre después de la inhalación de secreciones orales

(estornudos). Se desconocen los factores que influencian en la eficacia de la transmisión y la

habilidad de colonización, por lo general un periodo largo, con una colonización de las mucosas

respiratorias es la regla para la posterior enfermedad invasiva. Durante su colonización

sintomática en la nasofaringe, Haemophilus influenzae se adapta a su microambiente, se

multiplica e inhibe el movimiento mucociliar y evade los mecanismos de defensa del huésped.

Estudios morfológicos sobre cultivos de pólipos nasales y adenoides de origen humano

infectados experimentalmente con Haemophilus influenzae han relevado que este

microorganismo es atrapado por el moco. Este hecho previene que se elimine por los mecanismos

de defensa, ya que el moco es una barrera de difusión para solutos y es impermeable por las

células de defensa del huésped; además, los productos bacterianos provocan la hiperplasia de

glándulas productoras de moco y estimulan su producción, lo cual es una caracteristica de las

infecciones de pacientes con bronquitis crónica en donde los bronquios se ven comprometidos

por la colonización de Haemophilus influenzae.

La diseminación de las bacterias de la nasofuringe al resto del aparato respiratorio ocurre con

frecuencia. El crecimiento persistente de Haemophilus influenzae resulta en la colonización del

epitelio de la nasofuringe, 10 cual produce una reacción inflamatoria en el tejido (fig. 4). El

portador asintomático puede desarrollar infección en el aparato respiratorio, que puede traducirse

en daño al epitelio, permitiendo a la bacteria alcanzar la submucosa y finalmente el torrente
I

sanguíneo.
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Haemophilus influenzae es atrapado en
moco .

Adherencia a células epiteliales no ciliadas.

Crecimiento bacteriano.
Penetración a célulaas
epiteliales.
Reacción inflamatoria del
epitelio respiratorio.

Diseminación
hematógena.

Infecciones sistémicas.
Líquido cefulorraquideo,
otros sitios y órganos.

Figura 4. Fenómeno fisiopatológico de la infección por Haemophilus influenzae tipo b,
Enfermedades Infecciosas y Microbiología 1998;18(2):64
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1.5 FACTORES DE PATOGENICIDAD y MANIFESTACIÓN CLINICA.

La multiplicación de las bacterias estimula al huésped a desarrollar una respuesta inflamatoria. Si

esta respuesta es deficiente las bacterias continúan con la colonización, un gran número de

neutrófilos llega al árbol bronquial, lo que conlleva a que la respuesta inflamatoria se vuelva

crónica (Sosa et al, 1998). Durante esta reacción inflamatoria, el epitelio respiratorio y el

endotelio vascular se vuelven permeables, permitiendo así que los factores como las

inmunoglobulinas y el complemento entren en las vías respiratorias desde la circulación

sanguínea, potenciando de esta forma a la respuesta inflamatoria.

Durante la fagocitosis de las bacterias por los neutrófilos, una cantidad pequeña de enzimas

(proteasas, como la elastasa) sale del neutrófilo, En el pulmón normal existe una antiproteinasa

(O-I-antitripsina), que neutraliza las enzimas proteasas. Dichas enzimas libres pueden producir

una lesión en el epitelio respiratorio. Por lo que, la infección de las vías respiratorias persiste y

puede producirse una lesión del tejido respiratorio directamente por los productos bacterianos, y

de forma indirecta por la inflamación crónica. Esta lesión causa un deterioro posterior en las

defensas del huésped y puede producirse un círculo vicioso (fig.5) que induce una progresión

insidiosa de la enfermedad respiratoria (Wilson R, 1992).

La infección bacteriana lleva a un aumento de la producción del moco, a una disminución del

movimiento ciliar y a la lesión del epitelio respiratorio. En pacientes con infecciones frecuentes,

los bronquios se engrosan y cicatrizan, por 10 que reciben un aporte menor de irrigación y hay

un contenido mayor de secreción purulenta con millones de bacterias. Con frecuencia,

Haemophilus influenzae y Moraxella catarrhalis producen enzimas [3-lactamasas que se

encuentran en el moco y neutralizan los antibióticos [3-lactámicos (ampicilina, amoxicilina). La

producción de estas enzimas por una especie de bacteria puede proteger a otra especie implicada

21



en la infección, a este fenómeno se le llama patogenicidad indirecta, debido a la transmisión del

gen l3-lactamasa.

Haemophilus influenzae es responsable de aproximadamente el 20 % de las bacteremias que

ocurren en los niños febriles sin ninguna evidencia de enfermedad local. Los niños de entre 6 a

36 meses que ha sido sometidos a una esplenectomía (extirpación total o parcial del bazo) son

particularmente más susceptibles. También puede presentarse en adultos con enfermedades

neoplásicas que reciben quimioterapia. El curso clínico puede progresar hacia choque séptico y a

menudo a la muerte a las pocas horas de la evaluación medica inicial.

Respuesta
celular

Enzimas
prolca.o;;as

o:<Ígcno

Infecc ión
viral

Pérdida de cilios ,
epitel io lesionado,
reologí., celular
alterada

Figura 5. Ciclo de las lesiones mediadas por bacterias y lesiones inflamatorias por el huéspued, provocadas por las
bacterias, que pueden desarrollar durante las infecciones de las vías aéreas. Según Cole y Wilson (Wilson R, 1992; Cole et
al,1989).
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Haemophilus influenzae tipo b es una causa común de piartrosis (pus en una cavidad articular)

en la niñez y se asocia con pericarditis (inflamación del pericardio), en general como parte de un

episodio neumónico. Casi todos los casos de neumonía por Haemophilus influenzae se deben al

tipo b y ocurren en niños muy pequeños. En los adultos la neumonía se desarrolla con mayor

frecuencia en personas ancianas con enfermedad pulmonar, alcoholismo o inmunodeficiencia,

aunque no están exentos los individuos previamente sanos.

23



1.6 Perfil de susceptibilidad antimicrobiana.

El papel principal del personal del laboratorio de microbiología clínica es proporcionar

información con la que el médico pueda diagnosticar y tratar las enfermedades infecciosas, las

dos piezas más importantes para esta información son: a) el agente causal y b) el antimicrobiano

que puede proporcionar la terapéutica adecuada. Una de las escuelas de mayor influencia en el

área de evaluación de la susceptibilidad antimicrobiana es la Americana, que cuenta con la

Norma editada anualmente por el Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI) antes

llamado National Cornmittee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), un elemento

importante que establece que antibióticos deben ser evaluados y los rangos de interpretación para

cada bacteria. Con ello se asegura un estudio completo y racional de la susceptibilidad al

antibiótico. Sin embargo, debemos recordar que el reporte de la sensibilidad a algunos

antibióticos puede inducir el uso indiscriminado de estos. Por ello, si bien la evaluación de todos

los antibióticos es necesaria, el reporte de todos o solo algunos de ellos, es decisión de cada

hospital, basándose en las estrategias de control y uso racional de los mismos. Considerando

estos aspectos preliminares, es necesario desarrollar programas de vigilancia de la resistencia

antimicrobiana, pero es fundamental asegurar la calidad de los resultados de laboratorio.

El problema de la I resistencia que presentan las bacterias a los antimicrobianos es

mundial ( Bessu, 1991). Esta resistencia a los antimicrobianos es el resultado de varios factores,

dentro de las cuales esta el uso indiscriminado del antimicrobiano tanto por prescripción médica

como por automedicación. En muchos casos no se completa el esquema, y estos son insuficientes

para erradicar los agentes infecciosos pero con un efecto que daña el equilibrio sobre la flora

normal de las mucosas y el tracto gastrointestinal(Soto et al, 1999).

Debido a la gran variabilidad de la sensibilidad a los antimicrobianos utilizados para el

tratamiento de las infecciones producidas por Haemophilus influenzae, es necesario el
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conocimiento exacto de su sensibilidad y la prevalencia de cepas resistentes en los diferentes

países y comunidades del país en donde se realice el estudio, para poder prescribir

adecuadamente al paciente y evitar el surgimiento de cepas resistentes. En los años 60 las

infecciones por Haemophilus influenzae eran tratadas empíricamente con ampicilina; sin

embargo, a partir de 1970 en Europa y EVA se detectaron cepas resistentes a ampicilina. En los

últimos años, se ha encontrado resistencia a la ampicilina, es mediada por la /3-lactamasa

producida por los plásmidos tanto en aislamientos capsulados tipo no b, como en cepas no

serotipificables de Haemophilus influenzae. La mayoría de las cepas resistentes producen solo

una de clase de enzima: una /3-lactamasa tipo TEM-l y con menos frecuencia ROB-l. Las /3­

lactamasas mediadas por plásmidos son principalmente de los tipos TEM y SHV (Oguri et al,

2002).

El primer aislamiento documentado de ampicilina resistente fue en el año de 1972 en Europa y en

los EVA en los años 1973-1974 en cepas de Haemophilus influenzae tipo b. Doem et al,

demostraron una prevalencia del 15.2% para la producción de /3-1actamasa en Haemophilus

influenzae en una población de niños y adultos. La frecuencia de degradación enzimática de la

ampicilina fue del 21% para las cepas capsuladas de Haemophilus influenzae tipo b y del 12%

para las cepas no capsuladas. La resistencia intrínseca a la ampicilina no mediada por /3­

lactamasa, se detectó en solo el 0.1% de las cepas.

En los últimos años, se han encontrado resistencia a la ampicilina mediada por la /3-1actamasa

producidas por plásmidos tanto en aislamientos capsulados de otros tipos a excepción del b,

como en cepas no serotipificables de Haemophilus influenzae.

La frecuencia de degradación enzimática de la ampicilina fue del 21% para las cepas capsuladas

de Haemophilus influenzae tipo b y del 12% para las cepas no capsuladas. La resistencia
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intrínseca a la ampicilina no mediada por 13-lactamasa, se detectó en solo el 0.1% de las cepas .

Además, de la producción de la 13-lactamasa, se ha aislado cepas de Haemophilus influenzae que

son resistentes a la ampicilina pero no producen 13-lactamasa, son cepas 13-lactamasa negativa

ampicilina resistente (BLNAR), los dos posibles mecanismos de resistencia de estas cepas son: a)

la resistencia mediante la producción de 13-lactamasa TEM-1 o ROB-1 y b) por una alteración de

las proteinas de unión a penicilina (PBPs) relacionada a la síntesis de peptidoglucano. Otras cepas

de Haemophilus influenzae que también se han aísaldo son las 13-lactamasapositiva amoxicilina

,
resistente (BLPACR). El papel de la 13-lactamasa y la alteración de las proteínas de unión a

penicilina en la infección es el desarrollo de la resistencia a la amoxicilina y

amoxicilina/c1avulanato en cepas de Haemophilus influenzae (Seki et al, 1999).

Las cefalosporinas de primera generación son poco eficaces contra Haemophilus influenzae, las

cefalosporinas de segunda generación, como el cefamandol y la cefuroxima, son eficaces y no se

han reportado cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generación, siendo que las ceftriaxona

presenta la mejor actividad. Dentro del grupo de los macrólidos y quino lonas, la sensibilidad

antimicrobiana va desde un 31% hasta un 94% y 99% respectivamente.

En el caso de trimetroprim/sulfametoxazol presenta una sensibilidad antimicrobiana que va desde

un 47.9% hasta el 90%.

En México, hay pocos reportes de sensibilidad antimicrobiana; dos de ellos realizados en 1981.

En el primero solo se reporto 14% de resistencia a ampicilina; y en el segundo se reporta 26.8%

de cepas productoras de 13-lactarnasa, un 76% de sensibilidad a ampicilina y un 95% a

cotrimoxazol. En el estudio realizado por Alexander Proyect durante el periodo de 1996 a 1997

reporta un 25% de producción de 13-lactamasa y . 25% de resistencia a

trimetroprim/sulfametoxazo1.

26



n. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las infecciones de las vías respiratorias bajas son la causa más importante de mortalidad en todo

el mundo por tener dos consecuencias: a) Infección bronquial crónica y b) neumonía

comunitaria

La neumonía es una infección de los pulmones durante la cual la proliferación de

microorganismos en los alvéolos estimula una respuesta inflamatoria y propicia el daño o la

destrucción de los tejidos pulmonares. A diferencia de la neumonía, la infección bronquial suele

producirse en el marco de una disminución en las defensas de las vías respiratorias bajas y

solamente un reducido número de especies bacterianas suelen asociarse a la infección bronquial,

que suelen formar parte de la flora normal en el huésped. Todo 10 anterior crea condiciones

permisivas, dando lugar a la diseminación de las bacterias en nasofaringe y vías respiratorias

altas.

Haemophilus influenzae es la especie con gran importancia en salud pública como agente

patógeno en el humano. Haemophilus influenzae no serotipificable constituye alrededor del 70

% de los aislados de pacientes con exacerbaciones infecciosas pulmonares crónicas; seguido de

otras bacterias como Moraxella catarrhalis. Streptococcus pneumoniae y otras especies de

Haemophilus ( Wilson et al, 1992).

Haemophilus influenzae fue aislado por primera vez por Pfeiffer durante la pandemia de

influenza 1892. Donde su presencia en la nasofaringe de los pacientes con influenza y en los

cultivos de pulmón postmortem condujo a la suposición errónea de que era el agente etiológico;

de ahí su designación del bacilo de la influenza.

Se estima que anualmente, a nivel mundial al menos 3 millones de casos serios de enfermedad

son provocados por Haemophilus influenzae tipo b, con una mortalidad entre 380,000 y 700,000

en niños menores de cinco años, a pesar de que en la actualidad se cuenta con antibióticos
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potentes y métodos de diagnóstico más precisos para la identificación del agente causal. Es por

esto, que el presente trabajo tiene por objeto la identificación, serotipificación de Haemophilus

influenzae de las cepas asisladas de pacientes del Instituto Nacional de Cardiología "Ignacio

Chávez" (INCICH) con infecciones en vías respiratorias bajas, así como determinar el perfil de

susceptibilidad.
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m. HIPÓTESIS.

• El serotipo que se presenta con mayor frecuencia es no serotipificable más que el . serotipo b.

• El biotipo más frecuente es el n.

• Las cepas aisladas son productoras de ~-lactamasa.

• Las cepas aisladas son susceptibles a la mayoría de los ant ibacterianos seleccionados.

29



IV. OBJETIVOS

• Determinar los principales serotipos y biotipos de Haemophilus influenzae presentes en las

cepas aisladas .

• Determinar la producción de ~-lactamasa en las cepas aisladas y su influencia en la

susceptibilidad en los antimicrobianos utilizados en el tratamiento de Haemophilus

influenzae.

• Determinar el perfil de susceptibilidad de los agentes antimicrobianos seleccionados para

Haemophilus influenzae.
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V. PARTE EXPERIMENTAL.

a) Diagrama de flujo.

Descongelar cepas

Realizar de 2 a 3 resiembras en
agar chocolate .

Cocobacilos
gramnegativos

Prueba de satelitismo
(positiva)
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b) Diagrama de flujo

Perfil de susceptibilidad
por Kirby- Bauer

Detección de la
producción de
13-lactamasa

Serotipificación
con antisuero b y1---------,
polivalente

Haemophilus .inf1uenze
no serotioificable

Haemophilus
influenzae serotipo a

Haemophilus inf1uenze
Antisuero polivalente (a, e, d, e, f, d)

Serotipificación con
antisueros monovalentes

Haemophilus
influenzae serotipo d

Haemophilus
inf1uenze

Haemophilus
influenzae
serotipo f

Haemophilus
influenzae serotipo e
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5.1 MATERIAL Y METOnO.

5.1.1 Medios de cultivo comerciales (BBL Becton Dickinson).

Agar gelosa chocolate.

Agar gelosa sangre.

AgarHTM

5.1.2 Medios preparados en laboratorio.

Caldo de Mueller -Hinton. (Becton Dickinson)

5.1.3 Reactivos,

Colorantes para la tinción de Gram. (BBL Becton Dickinson) .

Antisueros monovalentes (DIFCO)

Antisueros polivalentes (Phadebact Diagnostic Boule)

Discos de cefmase, para la detección de 13 - lactamasa (Becton Dickinson BBL)

5.1.4 Microsistema. (DADE BEHRING) .

Placas de HNID panel.

Equipo lector.

Reactivos adicionales.

5.1.5 Sensidiscos (Becton Dickinson BBL)

Amoxi/c1avulanato (AMC 30 ug)

Ampicilina (AMP 10 ug)

Cefuroxime (CXM 30 ug)

Ceftriaxona (CRO 30 ug)

Claritromicina (CLR 15 ug)

Levof1oxacina (LVX 5 ug)
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Trimetroprim/sulfametoxazol (SXT 1.25 ug / 23.llg)

5.1.6 Material biologíco.

• 250 cepas de Haemophilus influenzae, aisladas durante el período comprendido entre los

meses de diciembre 1997 y diciembre del 2000; de pacientes atendidos en el Instituto

Nacional de Cardiología "Ignacio Chávez", cuyas edades variaron de 1 mes de nacido hasta

94 años. Estos pacientes presentaron infecciones en vías respiratorias bajas.

• Cepas ATCC (American Type Culture Collection):

1. 10211 Haemophilus influenzae, como control de crecimiento.

2. 49766 Haemophilus influenzae, como control de calidad en prueba de susceptibilidad

(cefac1or y cefuroxima).

3. 49247 Haemophilus influenzae. como control de calidad en prueba de susceptibilidad a

antibioticos (ampicilina, amoxicilina/ácidoc1avulánico, cefiriaxona, c1aritromicina,

trimetropim/sulfametoxazol).

4. 10211 Haemophilus influenzae, para control de l3-lactamasa negativa. Control de crecimiento

del medio HTM.

5. 43163 Haemophilus influenzae para control de l3-lactamasa positiva; control de crecimiento

del medio HTM.

6. 29213 Staphylococcus aureus para prueba de satelitismo.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Recuperación de cepas.

1. Se descongelaron las cepas de estudio a temperatura ambiente y se sembró en agar

chocolate.

2. Se resembraron 2 y 3 veces, con el fin de que cada una de las cepas estuviera viables y para

expresar su metabolismo bioquimico y su patrón de susceptibilidad antimicrobiana que tenían

antes de ser conservadas en congelación.

6.1.1 IDENTIFICACION

6.1.1.1 Presuntiva.

Las cepas se identificaron como Haemophilus en base a sus características morfológicas en las

placas de agar chocolate.

• Se realizaron tinción de Gram y se observaron Cocobacilos pleomórficos Gram negativos.

• Prueba de satelitismo: Se sembró por aislamiento cada una de las cepas en estudio de

Haemophilus en una placa de agar sangre, usando un asa de inoculación se hizo una sola

estría con la cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213.

La prueba se considera positiva si hay crecimiento en la región cercana al crecimiento de

Staphylococcus aureus.

6.1.1.2 Prueba confirmativa.

• Microsistema (MícroScan). Biotipificación.

Se realizó conforme especificaciones de la marca comercial.

35



6.1.1.3 Pruebas de susceptibilidad.

Prueba de determinación de la ~-lactarnasa.

• Microscan. Se realizó conforme a las especificaciones de la casa comercial.

• Disco de cefinase:

1. Se colocó un disco de cefinase en un portaobjeto.

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

3. Con un aplicador estéril se tomo una colonia y se extendió en la superficie del disco.

Se observa sobre la superficie del disco una coloración roja; la cual indica la presencia de la

enzima ~-lactarnasa.

6.1.1.4 Serotipificación.

1. Se identificó el portaobjetos con el número de la cepa.

2. Se colocó una gota (aprox. 200¡.tL) de cada antisuero (polivalente y monovalente a-f) y una

gota de solución salina al 0,45 % de modo que sirvió como control negativo.

3. Se agregó una gota de una suspensión de la cepa hecha en solución salina a cada gota de

antisuero.

4. Con la ayuda de un aplicador de madera se homogenizó la muestra.

5. Se mezcló e interpretó resultados después de 1 minuto.

La prueba se considera positiva si hay aglutinación en uno de los antisueros.
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6.1.1.5 Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por el método de difusión en agar (Kirby
Bauer, de acuerdo específicación de Clinical and Laboratory Standard Institute (CLSI).

l . Se tornaron de 4 a 5 colonias de una placa de agar chocolate con un cultivo puro de 18 a 24

hrs. Se trasfirieron a un tubo con caldo de Mueller-Hinton, y se ajustó la turbidez a 0.5 de la

escala de MacFarland. Se agito el tubo para resuspender totalmente las colonias.

2. Se sumergió un hisopo de algodón estéril, en la suspensión de inoculo y se rotó varias veces,

ejerciendo una presión ftrme sobre las paredes internas del tubo para quitar el exceso del

líquido .

3. Se inoculó en tres direcciones la superficie seca de la placa de agar HTM, a temperatura

ambiente. Se esperaron de 3 a 5 minutos, para que la superftcie del agar se secara, antes de

colocar los discos de antimicrobianos.

4. Se colocaron los discos impregnados con el antimicrobiano adecuado sobre la superfície del

agar mediante una pinza o dispensador multidisco. Se presionaron con suavidad los discos

sobre el agar para permitir un contacto uniforme, por que parte del antimicrobiano difunde

casi inmediatamente.

5. Se invirtieron e incubaron las placas a una temperatura de 35 Oc en una atmósfera al 5% de

CO2 por un tiempo de 16 a 18 hrs.

6. Se leyó el diámetro de inhibición para cada antimicrobiano y se interpreto de acuerdo a las

tablas CLSI.
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VIL RESULTADOS.

De las 250 cepas aisladas de Haemophilus influenzae: el 24.0 % (60 cepas) correspondió al grupo

de menores de 2 años, seguido de un 21.2 % de los pacientes mayores de 61 años, 17.2 % (43)

para el grupo de 46 a 60 años, 12 % para las edades de 31 a 45 años, 7.2 % (17) para las edades

de 17 a 30 años, 9.6 % (24) para el grupo de 6 a 12 años, 6.8 % (17) grupo de 3 a 5 años y sólo el

2 % (5) para el grupo de 13 a 16 años (ver gráfica 1). El 16 % (40) de las cepas estudiadas

correspondió a cepas colonizantes y el 84 % (210) fueron cepas infectantes.

La distibución de los biotipos y serotipos se presenta en la tabla 1. Como se puede observar se

encontró una mayor frecuencia de cepas no tipificables (78.8 %) con respecto a las tipificables

(21.2%). En el caso de los biotipos se obtuvo un mayor porcentaje en el biotipo II (33.2 %),

seguido por el biot ipo III (30.8 %), un 23.2 % biotipo 1, para los biotipos IV y VII un 3.6 %,

biotipos V y VI un 2.8 %. También se observó en este estudio la ausencia de cepas con los

serotipos a, e, d y e.

El 19.6 % (49) del total de las muestras aisladas fueron cepas productoras de l3-lactarnasa yel

80.4 % correspondió a las no productoras de l3-lactamasa (Tablas 2 y 3). El biotipo que resultó

con mayor producción de l3-lactamasa fue el biotipo II con un 7.6 % (19), mientras que el

productor más bajo fue el biotipo V con el 0.4 % (1). No se encontró ninguna cepa productora de

l3-lactamasa del biotipo VI. Para las cepas no productoras de l3-lactamasa el biotipo III presentó

un 26 % Ylos biotipos VI y VII un 2.4 % (Tabla 2).

Así mísmo, se realizó la asociación de los serotipos con la producción de l3-lactamasa (tabla 3)

observándose una mayor incidencia fue el no serotipificable (13.6 %) seguido por el sercitipo b

con 4.8 % (12) Y solo el 12 % para el serotipo f, con respecto a las no productoras de 13­

lactamasa también las no serotipificables son lasque presentaron un porcentaje mayor ( 64.8 %),
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seguido por el 13.6 % que correspondió al serotipo by el2 % serotipo f. No se obtuvo serotipos

a, e, d y e, con la producción o no de la ~-lactamasa.

En la gráfica 2 se muestra la sensibilidad antimicrobiana presentada para los siete agentes

utilizados en este estudio y se observó que la levofloxacina es la que presentó el 100 % de

sensibilidad, seguida por ceftriaxona con 98 %, cefuroxime con 93.2 % Y claritromicina con

90.4 %, los que presentaron una menor sensibilidad fueron la ampicilina y el

trimetropim/sulfametoxazol con 86 y 56 % respectivamente. En la tabla 4 se muestra la relación

entre la actividad antimicrobiana y los biotipos. Los porcentajes de mayor sensibilidad

encontrada con respecto a los biotipos fueron: para el biotipo 1: levofloxacina (23.2 %),

amoxi/clavulanato (23.2 %) Yceftriaxona (23.2 %), biotipo 11: 33.2 % (83) levofloxacina, 30.4 %

(76) cefuroxime , 29.6 % (74) claritromicina, biotipo III 30.8 % (77) levofloxacina, biotipo IV:

3.6 % (9) levofloxacina, trimetropim/sulfametoxazol (3.6 %), cefuroxime (3.6 %), ceftriaxona

(3.6 %) Y amoxi/clavulanato (3.6 %), biotipo V: 3.2 %(8) claritromicina, levofloxacina,

ampicilina, cefuroxime , ceftriaxona, amoxi/clavulanato, biotipo VI 2.4 % (6) para cada uno de

los siguientes antimicrobianos: claritromicina, levofloxacina, ampicilina, cefuroxime, .

ceftriaxona, amoxi/clavulanato, biotipo VII 3.6 % (9) levofloxacina, cefuroxime, ceftriaxona.

La tabla 5 muestra la relación entre antimicrobianos y el serotipo; se observó que para la cepas no

serotipificables los agentes antimicrobianos que presentaron mayor sensibilidad antimicrobiana

fueron: la levofloxacina (100 %), seguida por ampicilina (78 %) Ycefriaxona (76.8 %), para el

serotipo b: levofloxacina y ceftriaxona (18.4 %), cefuroxima y amoxi/clavulanato (17.2 %) Y

c1aritromicina (16.8 %) Ypara el biotipo f: levofloxacina(2.8 %), cefuroxime(2.8 %), ceftriaxona

(2.8 %), amoxi/clavulanato(2.8 %) y claritromicina (2.4 %).
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En la tabla 6 se muestra la relación de la producción y no producción de la ~-lactamasa y la

sensibilidad de las cepas frente a los -agentes antimicrobianos, cabe señalar que el agente

antimicrobiano que presentó una mayor sensibilidad fue la levofloxacina con un 19.6 % con

producción de ~-lactamasa y 100% sin la producción de dicha enzima. Los dos agentes

antimicrobianos que en general presentaron una mayor resistencia fueron: ampicilina (14 %) con

la producción de la ~-Iaetamasa y trimetropím/sulfametoxazol (31.6 %) sin la producción de la ~­

lactamasa.
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Gráfica 1.Distribucién deedades de pacientes con aislaniento de
cepas de Ji. influenzae.
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Tabla 1. Distribución de biotipos por serotipos.

Bioti po
Serotipo n(%) TOTAL

I 11 III IV V VI VII n(%)

a, e-e O(O) O(O) O(O) O(O) O(O) O(O) O(O) 0(0)

b 18(7.2) 13(5.2) 12(4.8) 1(0.4) 0(0) 1(0.4) 1(0.4) 46(18.4)

f 5(2) 2(0.8) O(O) O(O) O(O) O(O) O(O) 7(2.8)
No tipifieable 35(14) 68(27.2) 65(26) 8(3.2) 7(2.8) 6(2.4) 8(3) 197(78.8)

TOTAL 58(23.2) 83(33.2) 77(30.8) 9(3.6) 7(2.8) 7(2.8) 9(3.6) 250(100)
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Tabla 2. Asociación de los biotipos con la producción de ~-lactamasa

Blotipo

Il-Iactamasa n(%) TOTAL

n(%)
1 II III IV V VI VIl

Positiva 13(5.2) 19(7.6) 12(4.8) 1(0.4) 1(0.4) 0(0) 3(1.2) 49(19.6)

Negativa 45(18) 64(25.6) 65(26) 9(4) 7(2.8) 6(2.4) 6(2.4) 202(80.4)

TOTAL , 58(23.2) 83(33.2) 77(30.8) 10(4) 8(3.2) 6(2.4) 9(3.6) 250(100)

Tabla 3. Relación de los serotipos con la producción de ~-lactamasa.

Il-Iactamasa

Serotlpo n(%) TOTAL

n(%)

Positiva Negativa

a,c·e 0(0) O(O) O(O)

b 12 (4.8) 34 (13.6) 46 (18.4)

r 3(1.2) 5 (2) 8(3.2)

No sereñpíñeable 34 (13.6) 162 (64.8) 196 (78.4)

TOTAL 49 (19.6) 202 (80.4) 250 (100)

n(%)
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Gráfica 2. 5ensibilidad antimicrobiana para 250cepas
deHaemophilus influenzae.
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Tabla 4. Relación de la actividad del agente antimicrobiano y el biotipo.

Antimicrobiamo Blotlpo
n (O~)

1 11 III IV V VI VII

S R S R S R S R S R S R S R

CLR 53 5 74 9 76 1 8 I 8 O 6 O 8 1
(21.5) (2) (29.6) (3.6) (30.4) (0.4) 13.2) (0.4) (3.2) (O) (2.4) (O) (3.2) (0.4)

LVX 58 O 83 O 77 O 9 O 8 O 6 O 9 O
(23.2) (O) (33.2) (O) (30.8) (O) (3.6) (O) 13.2) (O) (2.4) (O) (3.6) (O)

AMP 54 4 68 15 67 10 7 2 8 O 6 O 8 1
(21.6) (1 .6) (27.2) (6) (26.8) (4) (2.8) (0.8) (3.2) (O) (2.4) lO) (3.2\ (0.4\

SXT 32 26 49 34 46 31 9 O 5 3 5 1 4 5
(12.8) (10.4) (19.6) (13.6) (18.4) (12.4) (3.6) (O) (2) (1.2) (2) (0.4) (1.6) (2)

CXM 55 3 76 7 71 6 9 O 8 O 6 O 9 O
(22) (1.2) (38.4) (2.8) (28.4 ) (2.4) (3.6) (O) (3.2) (O) (2.4) (O) (3.6) (O)

CRO 58 O 57 1 71 6 9 O 8 O 6 O 9 O
(23.2) (O) (22.8) (0.4) (28.4) (2.4) (3.6) (O) (3.2) (O) (2.4) (O) (O) (O)

AMC 58 O 51 6 75 2 9 O 8 O 6 O 8 1
(23.2) (0\ (20.4\ (2.4\ (30) (0.8) (3.6) (O) (3.2) (O) (2.4) (O) (3.2) (0.4)
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Tabla 5. Relación de la actividad del agente antimicrobiano y el serotipo.

Serotipo Aotimlcroblaoo o (%)
(o)

eLR LVX AMP SXT eXM eRO AMe

s R S R S R S R S R S R S R

a, c-e (O) O O O O O O O O O O O O O O
(O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O) (O)

b(46) 42 4 46 O 13 33 25 21 43 3 46 O 43 3,
(16.8) (1.6) (18.4) (O) (5.2) (13.2) (10) (8.4) (17.2) (1.2) (18.4) (O) (17.2) (1.2)

f(7) 6 1 7 O 7 O 2 5 7 O 7 O 7 O
(2.4) (0.4) (2.8) (O) (2.8) (O) (0.8) (2) (2.8) (O) (2.8) (O) (2.8) (O)

No tlpiflcable 178 19 197 O 195 2 113 84 183 14 192 5 181 16
(197) (71.2) (7.6) (100) (O) (78) (0.8) (45.2) (33.2) (72.8) (5.6) (76.8) (2) (72.4) (6.4)

.
ll-Iactama..

0(%)
Aotimicroblaoo

Positiva Negativa

S R S R

eLR 45(18) 4(1.6) 181(72.4) 20(8)
LVX 49(19.6) 0(0) 201(100) 0(0)

AMP 14(5.6) 35(14) 201(100) 0(0)
SXT 17(6.8) 31(12.4) 122(48.8) 79(31.6)

eXM 42(16.8) 7(2.8) 191(76.4) 10(4)

eRO 48(19 .2) 1(0.4) 197(78.8) 4(1.6)

AMe 47(18.8) 2(0.8) 184(73.6) 17(6.8)

Tabla 6. Relación de la producción de Il-Iactamasa y la actividad de los siete agentes
antimicrobianos
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vru DISCUSIÓN.

La incidencia de Haemophilus inf1uenzae presenta una marcada relación con la edad, hecho que

juega un papel importante, debido a que los hallazgos encontrados en el presente trabajo

confirma más la elevada frecuencia de Haemophilus inf1uenzae en adulto; sin embargo, en la

literatura se reportan un mayor número de casos en niños que en adultos.

La serotipificación de Haemophilus inf1uenzae es considerada relevante para determinar la

patogenicidad de este microorganismo, el serotipo b es considerado el más virulento debido a que

esta asociado a enfermedades invasivas como la meningitis. En países desarrollados tales como

EUA, este serotipo ha sido erradicado por medio de la vacunación; por lo que, ahora las cepas de

Haemophilus inf1uenzae no serotipificable son más importantes. La situación en México es

diferente porque la vacunación contra Haemophilus inf1uenzae serotipo b tiene 4 años de

introducida al esquema de vacunación.

En los estudios realizados por Trollfors (1984), encontraron cepas no serotipificables en

pacientes adultos (>30 años de edad). Deulofeu (1994), en un estudio realizado en España,

reportaron un 67 % de cepas no serotipificables en pacientes adultos (24 a 88 años). Doer y

colaboradores, describieron en 1997, 60.7 % de cepas aisladas de Haemophilus influenzae en

adultos donde el 37.3 % fueron mayores de 50 años, en 1998 cerca del 42 % de su población

fueron adultos, siendo un 24. 3 % mayores de 50 años. Jacobs (1999) reportó un 55.4 % de

aislamientos de Haemophlilus inf1uenzaeen adultos de ellos 16.6 % fueron mayores de 60. En los

países de Latinoamérica se observa un aumento de cepas no serotipificables de Haemophilus

inf1uenzae, en muestras aisladas de infecciones de vías respiratorias bajas. De acuerdo, con

diversos estudios reportados, los aislamientos de Haemophilus inf1uenzae no serotipificable han

sido predominantes y con una menor frecuencia el serotipo b. La epidemiología mundialde

Haemophilus inf1uenzaeno serotipificable muestra que este se aísla en más del 72 % de mue~
' .: . ~-~ ',-,
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respiratorias, dato que se correlaciona con 10 obtenido en el presente trabajo (78.8 %) de cepas

no serotipificables. La identificación de cepas no serotipificables es relevante, porque se ha

establecido que este microorganismo coloniza la nasofaringe hasta en un 80 % en los individuos

aparentemente sanos (Sosa Iglesias et al, 1998).

La biotipificación de Haemophilus influenzae haproporcionado una información epidemiológica

valiosa, y los biotipos específicos se han asociado a diferentes infecciones, fuentes de

aislamiento, propiedades antigénicas y patrones de resistencia antimicrobiana; a diferencia de la

serotipificación que nos sirve para valorar la patogenia de Haemophilus influenzae. En México ,

Sosa Iglesia (1998), reportaron Haemophilus influenzae biotipo II en pacientes infantiles con

infección en vías respiratorias; por otra parte, Foweraker (1993), también reportan biotipo Il

asociado a infecciones de vías respiratorias . Los biotipos reportados a nivel mundial de

aislamientos de infecciones en el aparato respiratorio más frecuentes fueron los biotipos Il y III,

10 que se correlaciona con 10 obtenido en este estudio 33.2 % Y 30.8 % respectivamente.

(Granato et al, 1982). En un estudio realizado en niños y adultos, reportaron 90% de los

aislamientos biotipo 1, serotipo b y un 50% cepas no tipificables biotipo V. En el presente trabajo

también se realizó una relación de la distribución de los biotipos y los serotipos, .y se encontró

que las cepas no tipificables en su mayoría pertenecen al biotipo Il, mientras que las cepas

serotipo b pertenecen al biotipo 1, estos resultados correlacionan con lo reportado por Albritton

(1978) que reportó aislamientos serotipo b asociados al biotipo I y los no tipificables con el

biotipo n.

En este estudio se presentó un 4.8 % de las cepas serotipo b y 13.6 % de cepas no

serotipificables son productoras de 13-lactamasa, mientras que de las cepas biotipo Il (7.6 %) Y

bíotipo 1(5.2 %) son productoras de dicha enzima, por 10 que se puede asumir que la producción
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de la p-Iactamasa no esta asociada al serotipo o al biotipo. Al igual que no hay relación entre los

agentes antimicrobianos utilizados en este estudio con los biotipos y los serotipos.

Galicia Velasco (2002) en el INER obtuvo una sensibilidad antimicrobíana del 100 % con

cefuroxime y ceftriaxona, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo , ya que

con cefuroxime se obtuvo 93.2 % Ycon ceftriaxona 98 % de sensibilidad.

La resistencia antimicrobiana entre aislamientos clínicos de Haemophilus influenzae es un

problema de incremento constante , de grandes implicaciones clínicas y es un tema de importancia

en salud pública, pues obliga al desarrollo y utilización de nuevos agentes antimicrobianos,

siempre más costosos y muchas veces más tóxicos que los empleados habitualmente en el

tratamiento de las infecciones. La frecuencia de aparición de resistencia a los antimicrobianos es

grande y tan rápida que aparentemente está ganando a la velocidad con que se obtienen nuevos

antimicrobianos. Por otro lado, la resistencia no ocurre para un solo antimicrobiano sino que en la

mayor parte de los casos tiene un carácter múltiple, por lo que en un futuro muy cercano, la

mayor parte de las infecciones podrían ser causadas por microorganismos con múltiple

resistencia. Por ello, el conocimiento de los perfiles de susceptib ilidad antimicro biana debe

orientar a la elaboración de esquemas de tratamiento más eficaces y además, la información

proporcionada debe servir de insumo para la elaboración de un programa de uso racional de

antibióticos. Desde 1993 se han reportado la resistencia de cepas de Haemophilus influenzae

resistentes a la ampicilina y al trimetroprim/sulfametoxazol ( Hortal et al, 2001; Sgambatti et al,

2001). En un estudio realizado en Latino América y Jorgense ( 1992) reportó que la resistencia

de Haemophilus influenzae al trimetroprim/sulfametoxazol puede detectarse en menos del 1% de

las cepas y es debido a un exceso en la producción de dihidrofolato reductasa. En el presente

trabajo la resistencia obtenida al trimetroprim/sulfametoxazol fue más alta (44 %) que la
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reportada por Jorgensen (1992), sin embargo, concuerda con lo reportado por Galicia Velasco

(2002) quien obtuvo un 49 % de resistencia a este antimicrobiano.

Es fundamental asegurar la calidad de los resultados de laboratorio, siendo indispensable por

tanto, estandarizar los procedimientos, ello involucra normas técnicas, capacitar al personal de los

laboratorios, supervisar y participar en un programa de control de calidad externo. La lectura

interpretativa de los patrones de susceptibilidad permite un enfoque más científico al problema de

resistencia y se convierte en una guía fundamental para el manejo de problemas especificos.

Debido a la complejidad de los mecanismos de resistencia, es fundamental para este enfoque que

el laboratorio pueda identificar los microorganismos a nivel de especie y que lleve a cabo

susceptíbilidades de un número razonable de antimicrobianos. Además, se debe optimizar la

información de las cepas de Haemophilus influenzae para su estudio epidemiológico; siendo

necesario tomar en consideración los siguientes puntos: 1) el serotipo y el biotipo de las cepas

tipificables o no serotipificables, 2) información del tipo de muestra estudiada, así como la edad

de los individuos, 3) la susceptibilidad a los agentes antimicrobianos y 4) el total de los

aislamientos de Haemophilus influenzae, para que exista una concordancia en los reportes

(Deulofeu et al, 1994).
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IX. CONCLUSIONES.

• Se observa una mayor incidencia de enfermedades respiratorias causadas por Haemophilus

influenzae en niños menores de 2 años y en adultos mayores de 60 años.

• Las cepas aisladas que se obtuvieron con mayor frecuencia fueron las no serotipificables,

seguido del serotipo b.

• Los biotipos encontrados más frecuentemente fueron II (33.2%) YIII (30.8 %).

• La mayoría de las cepas estudiadas fueron no productoras de l3-lactamasa (80.4 %)

• Los antibióticos que presentaron una mayor resistencia fueron la ampicilina (14 %) y el

trimetroprim/sulfametoxazol (44 %).

• El agente antimicrobiano que presento el 100 % de sensibilidad para cepas de Haemophilus

influenzae fue la levofloxacina, seguido por ceftriaxona (98 %), cefuroxime (93.2 %),

amoxi/clavulanato (92.4 %) y claritomicina (90.4 %).

• No existe relación entre la actividad antimicrobiana de los siete agentes antimicrobianos

ensayados con los biotipos y los serotipos.
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