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1. INTRODUCCION.
1.1 Antecedentes.

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

de la flora normal de las vias respiratorias superiores. Se han reportado diversos porcentajes para
los portadores asintomético de éste microorganismo y estos varian de pafs a pais, por ejemplo en
los paises industrializados el rango es de 1 a 5 % de la poblacién y hasta mas del 40 % en paises
en desarrollo. Dichos porcentajes estdn sujetos a variacion incluso dentro de un mismo palfs, esto
se debe al tipo de poblacién y/o areas de estudio y en general son mas bajos en adultos que en
nifios en edad escolar. La colonizacién por cepas no tipificables es mucho mas coman. Las tasas
de portacién son alred.edor del 60 al 90 % en los nifios pequeiios sanos y del 35 % en los adultos.
Aproximadamente el 75 % de los nifios sanos menores de cinco afios de edad portan cepas no

tipificables de Haemobhilus influenzae en la nasofaringe en contraste con un 2 a 5 % que

albergan cepas del serotipo b. De las cepas aisladas de nifios cerca del 5 % son encapsuladas y
Ja 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
pequefio porcentaje ocurre en adultos y en niffos mayores. Las infecciones en los dos primeros
meses de vida son raras, probablemente debido a la transferencia de anticuerpos maternos. Las

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

pedidtrica son: meningitis, epiglotitis, artritis y newmonia. Las infecciones mas frecuentes por

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

neumonia. Hasta hace un tiempo se pensaba que la infecciéon sistémica por Haemophilus

influenzae era poco comin 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 crénicas. En el caso del adulto el

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

http://165.158.110/spanish/huphup_ hib_epideprev.htm),

La mortalidad por neumonia se estima entre 2 y 30 %, esta uitima cifra en pacientes
hospitalizados. El diagnostico de la neumonia adquirida en la comunidad es quizas uno de los
mas dificiles y solo élcanza en 40 a 60 % de los estudios incluidos en estudios prospectivos. De
acuerdo con los datos del Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica, en la semana 36 del
2003 se habian reportado 105, 968 casos de enfermedades infecciosas del aparato respiratorio en
la Republica 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 neumonia adquirida en la
comunidad y hasta de 50 a 65 % de aquellos en los que se logra establecer el agente causal. En el
cuadro 5 se muestra los agentes causantes de neumonia adquirida en la comunidad en adultos

(Soto et al, 1999).



Cuadro S. Principales agentes causales en casos de neumonia adquirida en la comunidad en

adultos.
Bacterias % Otros agentes %*
Streptococcus pneumoniae | 50-60 Mycoplasma pneumoniae 10
Haemophilus influenzae 8-10 Chlamydia pneumoniae 5-10
Bacilos entéricos Gram 5 Legionella pneumophila 5-10
negativos
(Klebsiella sp.
Escherichia coli).
Staphylococcus aureus 3-5 Virales 5-10
(influenza)
Moraxelia catarrhalis 1-3 Sincitial respiratorio 5-10

México. Enflafec y Microbiof 1999; 19(6):303.

*Por extrapolacion de datos obtenidos en otras partes del mundo, la epidenﬁologia de estos agentes alm no se ba estudiado de manera suficiente en




1.2 Generalidades.

1.2.1 Morfologia.

El género Haemophilus pertenece a la familia Pasteurellaceae y comprende un grupo de bacilos
o cocobacilos Gram negativos pequefios no esporulados, no méviles, aerobios o anaerobios
facultativos. El nombre del género proviene del griego haemo sangre y philus amor, amistad.
(que ama la sangre). Crecen a temperatura éptima de 35% 2 37°C y una baja presion de CO, 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), basandose en la estructura antigénica de
los polisacaridos capsﬁlares, demostrables por la Reaccién de Quellung, (reaccién de hinchazén
con antisuero especifico para cada tipo). En general las colonias son muy pequefias similares a

gotas de rocio y tienen apariencia aspera o rugosa. Mientras que Haemophilus influenzae

encapsulado por lo general el tipo b produce colonias mucoides y brillantes. Después de 48 horas
de incubacién se desarrolla una umbilicacic')_n central a causa de la excrecion de un polimero
capsular. Las colonias mucoides a menudo se convierten espontaneamente en rugosas debido a la
perdida de la capsula.

A pesar de que tanto las cepas capsuladas como no las capsuladas (no serotipificable) pueden
causar infeccidn, las serotipo b son las responsables de mas del 90 % de las enfermedades severas
en los nifios menores de cinco afios. En el esputo o en las aspiraciones del oido, los
microorganismos no serotipificable a menudo se observan més‘ alargados que los
microorganismos encapsulados y pueden presentar una coloracién bipolar con la tincién de

Gram.



1.2.2 Fisiologia.
Todas las especies de Haemophilus requieren uno o los dos factores de crecimiento presentes en
la sangre denominados X y V (cuadro 1). El factor X termoestable es la protoforfirina 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 via comun del detrapirrol, pero los microorganismos
dependientes de la hemina han perdido la capacidad de convertir el acido §-amirolevulinico en
protoforfirina. Al parecer las especies hemina-dependiente carecen de todas las enzimas para la
sintesis del tetrapirrolvcon excepcion de la ferroquelatasa o hemo-sintetasa, que este presente en
forma variable y que cataliza la insercién final de Fe ** o Fe** en el anillo de protoporfirinas
como se muestra en el siguiente esquema:
Succinil CoA + glicina — §-Aminolevulinato

—> Porfobilindgeno
Uroporfirindgeno ———> Coproporfirinégeno

Protoporfirina IX —=2°FS* 5 hemo o hemina

Cuando crece Haemophilus influenzae en una atmésfera de CO, tiene un metabolismo anaerobio

y no produce citocromos. Por lo tanto, el requerimiento de hemina estd muy reducido si no
ausente por completo.

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

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

utilizando el sistema citocromo.



Haemophilus en un medio anaerobio utiliza nitrato como el aceptor de electrones. La unica

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
oxigeno o el nitrato, la DMK puede ser utilizada para el transporte de elecétrones tanto en
aerobiosis como en anaerobiosis. De esta manera, la expresion de DMK le permite al
Haemophilus influenzae producir energia tanto por fosforilacién al nivel de sustrato como por
fosforilacion oxidativa (Zinsser, 1996).

El agar chocolate es el medio més utilizado para el aislamiento de la especie de Haemophilus
influenzae. Para suj preparacién se afiade sangre a la base de agar y se le calienta
aproximadamente a 80 ° C hasta que tome un color marrén. El calor libera los factores X
(hemina), el cual suministra los compuestos necesarios para la sintesis de citocromos, y también
el factor V (nicotinamida adenina dinucle6tido o NAD), que es una coenzima que participa en las
reacciones de oxidorreduccién del metabolismo celular en las células sanguineas y también
inactiva las enzimas que degradan al factor V sin destruir este factor (MacFaddin, 2000). Los

medios de agar-sangre comunes permiten la proliferacién de Haemophilus influenzae sélo

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 proliferacién en agar semisélido

es evidente 18 a 24 horas después de su inoculacion.



Cuadro 1. Propiedades de las diferentes especies de Haemophilus.

Especies Crecimiento Hemélisis Acido de Ja D-
Factores requeridos en CO, xilosa
\ 1 X
Haemophilus influenzae + + - R T
Haemoplilus aegyptius + + - - -
Haemophilus haemolyticus + + - +- +/-
Haemophilus ducreyi - + - - -
Haemophilus parainfluenzae + - - + -
! Haemophilus parghaemolyticus + - - + -
Haemophilus + - + - -
paraphrohaemolyticus
| Haemophilus aphrophilus - + + - _
Haemophilus paraphrophiius + - + E -
Haemophilus segnis + - - - B

Adaptado de Killan y Biberstein. En Krieg y Holt (dir.): Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology,

&Wilkins, 1986, pag. 564.

vol.1 Williams



1.3 IDENTIFICACION.

1.3.1 Pruebas Bioquimicas.

Para la identificacién correcta de las especies de Haemophilus se realiza una serie de pruebas
bioquimicas dentro de las cuales se encuentra la fermentacién de carbohidratos, la presencia de
actividad enzimatica y el crecimiento en una atmésfera de CO» (cuadro 3).

-La superficie de varias cepas de Haemophilus influenzae estd cubierta por una capsula de
polisacdridos que permite clasificar serotipos antigénicos del a al f. El polisacarido tipo b es un
polimero de D-ribosa-ribosil-fosfato, también conocido como PRP, es el méas virulento y esta
asociado con infecciones sistémicas, especialmente en nifios menores de 5 afios. Su capsula
polisacarida es antifagocitica ( http://165.158.110/spanish/huphup_hib_epideprev.htm). En 1976
Killan, en su estudio taxonémico del género Haemophilus estandariz6 un sistema para biotificar

a Haemophilus influenzae basandose en pruebas bioquimicas de indol, ureasa y ornitina

descarboxilasa (cuadro 3). Killan dividio las cepas de Haemophilus influenzae en cuatro
biotipos del I al IV. Estos biotipos son independientes del serotipo del microorganismo; es decir,
que organismos de diferentes serotipos o cepas no serotipificable podia tener el mismo patrén de
reacciones biotipicas. Mediante estas mismas pruebas se han descrito ademas, 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 VII)
(http://www.microbiologia.com.ar/bacteriologia/fisiologia.php?mostrar=negativos).

Los estudios de biotipificacion sugieren que Haemophilus influenzae es bioquimicamente

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 % pertenecia a la biovariedad I, la cual es

poco frecuente en el tracto respiratorio. Las cepas no encapsuladas que a menudo estan



implicadas en la conjuntivitis, la bronquitis crénica, la sinusitis y la otitis media habitualmente
pertenecen a las biovariedades I y III, las mismas que colonizan la nasofaringe de la mayoria de

las personas sanas (Zinsser, 1996).

Cuadro 2. Pruebas bioquimicas para 1a identificaccion de las especies de Haemophilus.

Microorganismos Glucosa | Sacarosa | Lactosa Manosa | Xilosa ONPG
Haemophilus influenzae + - - - +/- -
Haemophilus haemolyticus - - - +/- -
Haemopbhilus parainfluenzae - + - +/-
Haemophilus - - - %
parabaemolyticus
Haemophilus segnis
Haemophilus
paraphrophilus
Haemophilus aphrophilus _+ + + + +/- -

Haemophilus ducreyi - - - - - -
Adapatado de Koneman y cols. Diagnéstico Microbiologico. Texto y atlas color. Panaméricana 1999, pag. 375

+[+|+
+|+

+|2

D - - - +/-
+ + + +/- -

Cuadro 3. Pruebas para la identificacion de Haemophilus influenzae.

I Biotipo | ALA | Indol | Ureasa Ornitina Produccién de 4cido a partir de:
dexarboxilasa
*Glu | *Sac | *Lac| *Fruc | *Rib | *Xil | *Man
1 - + + + + - - - + + R
i - + + - + - - - + + -
b - - + - + - - - + + -
v - - + + + - - - + + -
\Y - + - + + - - - + + -
V1 - - - + + - - - + + -
vu - + - ’ - : + - - - + + -
VI - - - - + - - - + + -

Adaptado de Kilian y Biberstein. En Krieg y Holt (dir.): Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, vol.1
Williams & Wilkins, 1986, pig. 564.
Adapatado de Koneman y cols. Diagnostico Microbiologico. Texto y atlas color. Panaméricana 1999, pdg. 375

* Glu= Glucosa, Sac =Sacarosa, Lac=Lactosa, Fruc=Fructuosa, Rib=Ribosa, Xil=Xilosa, Man=manosa.



1.3.2 Métodos de identificacion de Haemophilus influenzae.

Los métodos que se utilizan convencionalmente para la identificacién de Haemophilus
influenzae, se basan en el uso de medios selectivos, enriquecidos y de requerimientos
nutricionales a las pruebas bioquimicas. Una de las desventajas de este tipo de estudio es el
tiempo para la identificacién del microorganismo, por lo que es de gran utilidad el uso de
microsistemas. Algunos de ellos son los siguientes:

Sistema RIM (Rapid Identificaction Method)-Haemophilus (Ortho Diagnostics Systems).

IDS RapID NH (RENEL).

Tarjeta “Neisseria-Haemophilus 1dentification (NHI)” (BioMeriux).

HNID (Dade/MicrosScan).

Panel BBL Crystal Neisseria/Haemophilus 1D. (BD Biosciences).



1.3.3 Estructura Antigénica.

Haemophilus influenzae contiene tres clases principales de antigenos de superficie: el
polisacarido capsular, el lipopolisacarido (LPS) y las proteinas 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 somaticos o antigenos O, los cuales son los responsables de

la actividad de endotoxina en las bacterias gram negativas.

I 1

! N Antigeno O —

Centro
~1PS

Lipido A J
Proteina porina

—Lipoproteina

— Proteina OMP A
— Peziplasma

— Peptidoglicana

? ??(R ? ~ Membrana
(% g g g K oplasmatica
Figura 1. Esquema de una bacteria gram negativa.

Adaptado de Koneman y cols. Diagndstico Microbioldgico. Texto y atlas color. Panamericana 1999, pag,. 13.

Fostolipidos
Proteina

1l



Los complejos glucolipidos de las moléculas de los LPS estan compuestos por una porcion
lipidica llamada lipido A, esta se encuentra en la dltima capa de la membrana externa. El lipido A
estd compuesto por un disacarido de glucosamina y parece ser el principal responsable de las
manifestaciones de la actividad endotoxica en los pacientes que presentan sepsis (fiebre, choque,
colapso vascular, hemorragias). La endotoxina también puede provocar una coagulacién
intravascular diseminada, esto debido a la activacién del complemento.

Aunque la mayoria de las cepas recuperadas de las infecciones sistematicas pertenecen al tipo b,
también se han recuperado los serotipos a, ¢, d, e y f (http://www.microbilogia.com.ar/bacteriolo-
gia/fisilogia.php?mostrar=negaraivos).

El principal determinz.mte.antigérﬁco del Haemophilus influenzae encapsulado es el polisacarido
capsular (cuadro 4). Eéte polisacarido confiere la especificidad de tipo del microorganismo y es la
base para el agrupamiento de los microorganismos en seis serotipos o serovares, denominadas del
a al f. Los antigenos capsulares producidos por los serotipos a, b, ¢ y f son del tipo del &cido
teicoico, mientras que los serotipos d y e son polisacdridos. El polimero capsular del serotipo b es
tinico en el sentido de que contiene los azicares 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 fraccion

oligosacarida no toxica. El! lipooligosacdrido (LOS) de Haemophilus influenzae tipo b, consiste
en un solo lipido A y una estructura andloga al oligosacarido de la base quimica o core del

lipopolisacarido (LPS) de las enterobacterias (fig. 2).
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Fig. 2. Estructura de la pared celular bacteria Gram negativa.
Adaptado de http://www.microbtologia.com.ar/bacteriologfa/fisiologfa. php?Mostrar=negativos.
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El fundamento de la tipificacion serolégica de Haemophilus influenzae es una mezcla de una

fraccion de la bacteria de los cultivos que se han caracterizado bioquimicamente con una gota de
anticuerpo. En caso de que la mezcla aglutine para el antigeno presente en el organismo, entonces
se identifica el serotipo en dicho organismo.

Dentro de los métodos para serotipificar se encuentran: a) reacciéon de Quellung, b) la
aghitinacién en portaobjetos, c) aglutinacién en litex, d) contrainmunoelectroforesis, €) agar
antisuero, f) inmunofluorescencia y coaglutinacién (Grasso et al, 1981).

La substancia capsular tipo b es un polimero lineal compuesto de ribosa, ribitol (un azucar de
cinco carbonos) y fosfato, o polirribosil-ribitol-fosfato (polyribosyl-ribitol-phosphate, PRP)
(figura 3), desempeﬁa‘ un papel importante en la patogenja de la enfermedad invasora causada por

estos microorganismos.

Cuadro 4. Polisacaridos capsulares de Haemophilus influenzae.

Serotipo Azicayr PO4 Acetilo
a Glucosa + -
b ' Ribosa y ribitol ¥ -
¢ Galactosa + -
d Hexosa - _
e Hexosamina - +
f Galactosamina + +

Adaptado de Zinsser, Microbiologia Panamericana, Buenos Aires, 1996, pag.641.




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 capsula del tipo b. La capsula interfiere con los mecanismos de defensa
obstaculizandola interaccion entre la bacteria y las células del huésped. La carga negativa del
polisacarido capsular resulta en la repulsion entre la bacteria y las células epiteliales también
cargadas negativamente y en el enmascaramiento de adhesinas bacterianas, previniendo el
contacto intimo (Soja et al, 1998). Los anticuerpos contra el polisacarido capsular del tipo b
pueden ser generados por la infeccion provocada por las bacterias que poseen antigenos de

superficie que reaccionan en forma cruzada.

H H H A
Ha (6] H O O O H 0
AN
HOCH /CH——O-C- cC-C-C—-C—0-~-P-0
\
CHO-CH H H H H H (0]
OH
- J
Ribosa Ribitol Fosfato

Figura 3. Estructura del polisacdrido capsular de Haemophilus influenzae. (PRP)
Adaptado de Koneman y cols. Diagnéstico Microbiologico. Texto y atlas color. Panamericana 1999, pag. 13.



Es probable que en el género Haemophilus Ia virulencia sea multifactorial, entre los componentes
que probablemente influyan en el proceso infeccioso se encuentran las proteinas de la membrana
externa y el LOS. Cada una de estas moléculas de superficie pueden ser responsables de una
funcién especifica asociada con la virulencia, como por ejemplo la adherencia, la capacidad de
invasion 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 unica es de hidrolizar la cadena

pesada de la IgAl humana como unico substrato conocido. Dado que Haemophilus influenzne

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

estan mediadas por la IgA secretora.

Haemonphilus influenzae es el tnico miembro del género que produce esta enzima, y produce tres
tipos diferentes de proteasas IgA que rompe las distintas uniones peptidicas dentro de la regién
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 infeccién. No obstante, algunos
estudios indican que mas del 90 % de las cepas no tipificables se adhieren a las células epiteliales
en la boca humana, mientras que sélo un 5 % de las cepas son del tipo b. Estas diferencias
marcadas podrian contribuir a las variaciones en la colonizacién observadas entre las cepas de
tipo b y las no tipificables. De ahi entonces que, la tendencia de las cepas no tipificables causan
infecciones localizadas y las del tipo b se asocian con infeccion invasora. La carga negativa del
polisacarido capsular resulta en Ia repulsion entre la bacteria y las células epiteliales también
cargadas negativamente y en e] enmascaramiento de adhesinas bacterianas, previniendo el

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

Las fimbrias son adhesinas bacterianas, las cuales, por su estructura fina y larga, abaten la
repulsion electrostitica y el enmascaramiento que provoca la cdpsula. Generalmente las cepas
aisladas de la nasofaringe tienen fimbrias, mientras que las cepas aisladas de la sangre o del
liquido cefalorraquideo (LCR) no son fimbriadas (Garcia 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 tipificables designadas

como proteina HMW1 y proteina HMW?2, una segunda familia de proteinas de alta masa
molecular (104kDa); las dos primeras son homélogas parcialmente y estan relacionadas

antigénicamente con las hemaglutininas filamentosas de Bordetella pertussis, que es un factor de

colonizacion, estas adhesinas median la unién a diferentes células epiteliales humanas (Falla et al,
1993; Jongensen, 1992).

Barekamp et al en 1996, descubrieron una familia de proteinas de alta masa molecular que
denominaron HMW1-HMW?2 Jike de 114 kDa y estan codificadas por el gen hia; se expresan en

cepas no tipificables de Haemophilus influenzae.

Sirakova et al, 1994 y St Gemelll et al, 1996, encontraron fimbrillas de superficie, finas y cortas,
de sélo 50nm de longitud, al examinar Haemophilus influenzae por microoscopia electrénica de
transmisién, que son distintas de las fimbrias y tienen especificidad de unién celular diferente.
También hallaron que en la adherencia por fimbrillas influye la capsulacién (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 cibicas o escamosas y se

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

tejidos u 6rganos con esos tipos de células (Mendelaman et al, 1984 ).

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

Haemophilus influenzae es la variacién de la fimbria. Durante la infeccion natural, las cepas de
origen nasofaringeo son frecuentemente fimbriadas, mientras que su contraparte isogénica de
sitios sistémicos no tienen fimbria (Mendelman et al, 1986).

La unién a células sanguineas mediada por fimbrias puede incrementar la eliminacién de la

bacteria en la circulacién sanguinea (Dealofeu et al, 1994).



1.4 VIAS DE TRANSMISION.

La infeccién por Hagmophilus influenzae ocurre después de la inhalacion de secreciones orales

(estornudos). Se desconocen los factores que influencian en la eficacia de la transmision y la
habilidad de colonizacion, por lo general un periodo largo, con una colonizacién de las mucosas
respiratorias es la regla para la posterior enfermedad invasiva. Durante su colonizacién

sintomatica 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 morfologicos sobre cultivos de polipos nasales y adenoides de origen humano

infectados experimentalmente con Haemophilus influenzae ban relevado que este

microorganismo es at;apado por el moco. Este hecho previene que se elimine por los mecanismos
de defensa, ya que el moco es una barrera de difusién para solutos y es impermeable por las
células de defensa del huésped; ademas, los productos bacterianos provocan la hiperplasia de
glandulas productoras de moco y estimulan su produccién, lo cual es una caracteristica de las
infecciones de pacientes con bronquitis crénica en donde los bronquios se ven comprometidos

por la colonizacién de Haemophilus influenzae.

La diseminacién de las bacterias de la nasofaringe al resto del aparato respiratorio ocurre con

frecuencia. El crecimiento persistente de Haemophilus influenzae resulta en la colonizacion del
epitelio de la nasofaringe, lo cual produce una reacciéon inflamatoria en el tejido (fig. 4). El
portador asintomético puede desarrollar infeccion en el aparato respiratorio, que puede traducirse
en dafio al epitelio, permitiendo a la bacteria alcanzgr Ja submucosa y finalmente el torrente

sanguineo.



f COLONIZACION

Haemophilus influenzae es atrapado en
moco.

Dario del aparato mucociliar.

Adherencia a células epiteliales no ciliadas.

7N\

Crecimiento bacteriano.
Penetracién a célulaas
epiteliales.

Reaccién inflamatoria del
epitelio respiratorio.

Diseminacién
hematégena.

Infecciones sistémicas.

Infeccion respiratoria. Liquido cefalorraquideo,
otros sitios y érganos.

Figura 4. Fenémeno fisiopatolgico de la infeccién por Haemophilus influenzae tipo b.
Enfermedades Infecciosas y Microbiologia 1998;18(2):64
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1.5 FACTORES DE PATOGENICIDAD Y MANIFESTACION CLINICA.
La multiplicacién de las bacterias estimula al huésped a desarrollar una respuesta inflamatoria. Si
esta respuesta es deficiente las bacterias contimian con la colonizacién, un gran nimero de
neutr6filos llega al arbol bronquial, lo que conlleva a que la respuesta inflamatoria se vuelva
cronica (Sosa et al, 1998). Durante esta reaccién inflamatoria, el epitelio respiratorio y el
endotelio vascular se vuelven permeables, permitiendo asi que los factores como las
inmunoglobulinas y el complemento entren en las vias respiratorias desde la circulacién
sanguinea, potenciando de esta forma a la respuesta inflamatoria.
Durante la fagocitosis de las bacterias por Jos neutréfilos, una cantidad pequefia de enzimas
(proteasas, como la eiastasa) sale del neutréfilo. En el pulmén normal existe una antiproteinasa
A.(O—l-antitripsiﬂa), que neutraliza las enzimas proteasas. Dichas enzimas libres pueden producir
una lesién en el epitelio respiratorio. Por lo que, la infeccién de las vias respiratorias persiste y
puede producirse una lesién del tejido respiratorio directamente por los productos bacterianos, y
de forma indirecta por la inflamacién cronica. Esta lesién causa un deterioro posterior en las
defensas del huésped y puede producirse un circulo vicioso (fig.5) que induce una progresion
insidiosa de la enfermedad respiratoria(Wilson R, 1992).
La infeccién bacteriana lleva a un aumento de la produccion del moco, a una disminucion del
movimiento ciliar y a la lesion del epitelio respiratcrio. En pacientes con infecciones frecuentes,
los bronquios se engrosan y cicatrizan, por lo que reciben un aporte menor de irrigacion y hay

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

Haemophilus _influenzae y Moraxella catarrhalis producen enzimas [B-lactamasas que se
encuentran en el moco y neutralizan los antibidticos B-lactamicos (ampicilina, amoxicilina). La

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

21



en la infeccién, a este fenémeno se le llama patogenicidad indirecta, debido a la transmisidn del

gen B-lactamasa.

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

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

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

particularmente mas susceptibles. También puede presentarse en adultos con enfermedades

neoplasicas que reciben quimioterapia. El curso clinico puede progresar hacia choque séptico y a

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

Figura S. Ciclo de las lesiones ruediadas por bacterias y lest infamatorias por el huésp
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bacteriag, que pueden desarrollar durante las infecciones de las vias aéreas. Segin Cole y Wilson (Wilson R, 1992; Cole et

al, 1989).
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Haemophilus influenzae tipo b es una causa comin de piartrosis (pus en una cavidad articular)

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

episodio neumdnico. Casi todos los casos de neumonia por Haemophilus influenzae se deben al
tipo b y ocurren en nifios muy pequefios. En los adultos la neumonia se desarrolla con mayor
frecuencia en personas ancianas con enfermedad pulmonar, alcoholismo o inmunodeficiencia,

aunque no estan exentos los individuos previamente sanos.
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1.6 Perfil de susceptibilidad antimicrobiana.

El papel principal del personal del laboratorio de microbiologia clinica es proporcionar
informacién con la que el médico pueda diagnosticar y tratar las enfermedades infecciosas, las
dos piezas mas importantes para esta informacién son: a) el agente causal y b) el antimicrobiano
que puede proporcionar la terapéutica adecuada. Una de las escuelas de mayor influencia en el
area de evaluacion 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 Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), un elemento
importante que establece que antibidticos deben ser evaluados y los rangos de interpretacion para
cada bacteria. Con eilo se asegura un estudio completo y racional de la susceptibilidad al
antibidtico. Sin embargo, debemos recordar que el reporte de la sensibilidad a algunos
antibidticos puede inducir el uso indiscriminado de estos. Por ello, si bien la evaluacién de todos
los antibiGticos es necesaria, el reporte de todos o solo algunos de ellos, es decisién de cada
hospital, basandose 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 | 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 de!l antimicrobiano tanto por prescripcion médica
como por automedicacién. En muchos casos no se completa el esquema, y estos son insuficientes
para erradicar los agentes infecciosos pero con un efecto que daiia 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
paises y comunidades del pais en donde se realice el estudio, para poder prescribir
adecuadamente al paciente y evitar el surgimiento de cepas resistentes. En los afios 60 las
infecciones por Haemophilus influenzae eran tratadas empiricamente con ampicilina; sin
embargo, a partir de 1970 en Europa y EUA se detectaron cepas resistentes a ampicilina. En los
ultimos afios, se ha encontrado resistencia a la ampicilina, es mediada por la f-lactamasa

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

serotipificables de Haemophilus influenzae. La mayoria de las cepas resistentes producen solo
una de clase de enzima: una B-lactamasa tipo TEM-1 y con menos frecuencia ROB-1. Las B-
lactamasas mediadas por plasmidos son principalmente de los tipos TEM y SHV (Oguri et al,
2002).

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

los EUA en los afios 1973-1974 en cepas de Haemophilus influenzae tipo b. Doern et al,

demostraron una prevalencia del 15.2% para la produccién de B-lactamasa en Haemophilus

influenzae en una poblacién de nifios y adultos. La frecuencia de degradacion enzimatica 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 intrinseca a la ampicilina no mediada por B-
lactamasa, se detect en solo el 0.1% de las cepas.

En los ultimos afios, se han encontrado resistencia a la ampicilina mediada por la B-lactamasa
prgducidas por plasmidos tanto en aislamientos capsulados de otros tipos a excepcién del b,
como en cepas no serotipificables de Haemophilus influenzae.

La frecuencia de degradacién enzimatica 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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intrinseca a la ampicilina no mediada por B-lactamasa, se detectd en solo el 0.1% de las cepas.

Ademas, de la produccion de la B-lactamasa, se ha aislado cepas de Haemophilus influenzae que

son resistentes a Ja ampicilina pero no producen B-lactamasa, son‘cepas B-lactamasa negativa
ampicilina resistente (BLNAR), los dos posibles mecanismos de resistencia de estas cepas son: a)
la resistencia mediante la produccién de B-lactamasa TEM-1 o ROB-1 y b) pdr una alteracién de
las proteinas de unién a penicilina (PBPs) relacionada a la sintesis de peptidoglucano. Otras cepas

de Haemophilus influenzae que también se han aisaldo son las B-lactamasa positiva amoxicilina

resistente (BLPACR). El papel de la B-lactamasa y la alteracién de las proteinas de unidén a
penicilina en la infeccién es el desarrollo de la resistencia a la amoxicilina y

amoxicilina/clavulanato en cepas de Haemopbhilus influenzae (Seki et al, 1999).

Las cefalosporinas de primera generacién son poco eficaces contra Haemophilus influenzae, las
cefalosporinas de segunda generacion, como el cefamandol y la cefuroxima, son eficaces y no se
han reportado cepas resistentes a cefalosporinas de tercera generacién, siendo que las cefiriaxona
presenta la mejor actividad. Dentro del grupo de los macrélidos y quinolonas, 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 B-lactamasa, 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 produccion de B-lactamasa y- 25% de resistencia a

trimetroprim/sulfametoxazol.
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I, PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Las infecciones de las vias respiratorias bajas son la causa mas importante de mortalidad en todo
el mundo por tener dos consecuencias: a) Infeccion bronquial crénica y b) neumonia
comunitaria.

La neumonia es una infeccién de los pulmones durante la cual la proliferacion de
microorganismos en los alvéolos estimula una respuesta inflamatoria y propicia el dafio o la
destruccion de los tejidos pulmonares. A diferencia de la neumonia, la infeccidén bronquial suele
producirse en el marco de una disminucién en las defensas de las vias respiratorias bajas y
solamente un reducido niimero de especies bacterianas suelen asociarse a la infeccidén bronquial,
que suelen formar pérte de la flora normal en el huésped. Todo lo anterior crea condiciones
permisivas, dando lugar a la diseminacidn de las bacterias en nasofaringe y vias respiratorias
altas.

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

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

% de los aislados de pacientes con exacerbaciones infecciosas pulmonares cronicas; 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 pulmoén postmortem condujo a la suposicién erronea de que era el agente etioldgico;
de ahi su designaeion 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 nifios menores de cinco afios, a pesar de que en la actualidad se cuenta con antibidticos
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potentes y métodos de diagndstico mds precisos para la identificacion del agente causal. Es por
esto, que el presente trabajo tiene por objeto la identificacion, serotipificacién de Haemophilus
influenzae de las cepas asisladas de pacientes del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez” (INCICH) con infecciones en vias respiratorias bajas, as{ como determinar el perfil de

susceptibilidad.
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1. HIPOTESIS.

¢ El serotipo que se presenta con mayor frecuencia es no serotipificable mas que el serotipo b.
¢ El biotipo més frecuente es el IL.

¢ Las cepas aisladas son productoras de B-lactamasa.

¢ Las cepas aisladas son susceptibles a la mayoria de los antibacterianos seleccionados.
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IV. OBJETIVOS

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

cepas aisladas .
¢ Determinar la produccién de B-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,

Tincién de
Gram

Cocobacilos
gramnegativos

Prueba de satelitismo
(positiva)

Sistema MicroScan

Haemophilus
influenzae
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b) Diagrama de flujo

Perfil de susceptibilidad

por Kirby-Bauer

Haemophilus

influenzae
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5.1 MATERIAL Y METODO.

5.1.1 Medios de cultivo comerciales ( BBL Becton Dickinson).
Agar gelosa chocolate.

Agar gelosa sangre.

Agar HTM

5.1.2 Medios preparados en laboratorio.

Caldo de Mueller —Hinton. (Becton Dickinson)

5.1.3 Reactivos.

Colorantes para la tincién de Gram. (BBL Becton Dickinson).
Antisueros monovaleﬁtes (DIFCO)

Antisueros polivalentes (Phadebact Diagnostic Boule)

Discos de cefinase, para la deteccién de B - 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/clavulanato (AMC 30 ng)
Ampicilina (AMP 10 ug)
Cefuroxime (CXM 30 ng)
Ceftriaxona (CRO 30 ng)
Claritromicina (CLR 15 pg)
Levofloxacina (LVX 5pg)
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Trimetroprim/sulfametoxazol (SXT 1.25 pug/23.ug)

5.1.6 Material biologico.

L

250 cepas de Haemophilus influenzae, aisladas durante el periodo comprendido entre los
meses de diciembre 1997 y diciembre del 2000; de pacientes atendidos en el Instituto
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chdvez”, cuyas edades variaron de 1 mes de nacido hasta
94 afos. Estos pacientes presentaron infecciones en vias respiratorias bajas.

Cepas ATCC ( American Type Culture Collection):

10211 Haemophilus influenzae, como control de crecimiento.
49766 Haemophilus influenzae, como control de calidad en prueba de susceptibilidad
(cefaclor y cefuroxima).

49247 Haemophilus influenzae, como control de calidad en prueba de susceptibilidad a

antibioticos  (ampicilina, amoxicilina/acidoclavulanico, cefiriaxona, claritromicina,
trimetropim/sulfametoxazol).

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

del medio HTM.
43163 Haemophilus influenzae para control de B-lactamasa positiva; control de crecimiento
del medio HTM.

29213 Staphylococcus aureus para prueba de satelitismo.
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VL. METODOLOGIA

6.1 Recuperacion de cepas.

1.

Se descongelaron las cepas de estudio a temperatura ambiente y se sembrd en agar

chocolate.

2. Seresembraron 2 y 3 veces, con el fin de que cada una de las cepas estuviera viables y para
expresar su metabolismo bioquimico y su patron de susceptibilidad antimicrobiana que tenian
antes de ser conservadas en congelacién.

6.1.1 IDENTIFICACION

6.1.1.1 Presuntiva.

Las cepas se identificaron como Haemophilus en base a sus caracteristicas morfolégicas en las

placas de agar chocolate.

+

Se realizaron tincidén de Gram y se observaron Cocobacilos pleomérficos Gram negativos.
Prueba de satelitismo: Se sembrd por aislamiento cada una de las cepas en estudio de

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

estria con la cepa de Staphylococcus aursus ATCC 26213.

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

Staphylococcus aureus.

6.1.1.2 Prueba confirmativa.

+

Microsistema (MicroScan). Biotipificacion,

Se realiz6 conforme especificaciones de la marca comercial.
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6.1.1.3 Pruebas de susceptibilidad.

Prueba de determinacion de la B-lactamasa.

¢

2,

3.

Microscan. Se realizé conforme a las especificaciones de la casa cbmercial.
Disco de cefinase:

Se coloco un disco de cefinase en un portaobjeto.

Se humedecié el disco con una gota de agua estéril.

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

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

enzima [-lactamasa.

6.1.1.4 Serotipificacion.

1.

2,

4.

S.

Se identific6 el portaobjetos con el niimero de la cepa.

Se colocd una gota (aprox. 200ul) de cada antisuero {polivalente y monovalente a-f) y una
gota de solucion salina al 0.45 % de modo que sirvié como control negativo.

Se agregd una gota de una suspensién de la cepa hecha en solucion salina a cada gota de
antisuero.

Con la ayuda de un aplicador de madera se homogeniz6 la muestra.

Se mezcl6 e interpretd resultados después de 1 minuto.

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

1. Se tomaron 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 ajust6 la turbidez a 0.5 de la
escala de MacFarland. Se agito el tubo para resuspender totalmente las colonias.

2. Se sumergié un hisopo de algodéh estéril, en la suspension de inoculo y se roté varias veces,
ejerciendo una presion firme sobre las paredes internas del tubo para quitar el exceso del
liquido. |

3. Se inoculé 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 supérﬁcie del agar se secara, antes de
colocar ios discos de antimicrobianos.

4. Se colocaron los discos impregnados con el antimicrobiano adecuado sobre la superficie del
agar mediante una pinza o dispensador multidisco. Se presionaron con suavidad los discos
sobre el agar para perrﬁitir un contacto uniforme, por que parte del antimicrobiano difunde
casi inmediatamente.

5. Se invirtieron e incubaron las placas a una temperatura de 35 °C en una atmésfera al 5% de
CO; por un tiempo de 16 a 18 hrs.

6. Se ley6 el diametro de inhibicién para cada antimicrobiano y se interpreto de acuerdo a las

tablas CLSI.
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VII. RESULTADOS.

De las 250 cepas aisladas de Haemophilus influenzae: el 24,0 % (60 cepas) correspondié al grupo
de menores de 2 afios, seguido de un 21.2 % de los pacientes mayores de 61 afios, 17.2 % (43)
para el grupo de 46 a 60 afios, 12 % para las edades de 31 a 45 afios, 7.2 % (17) para las edades
de 17 a 30 afios, 9.6 % (24) para el grupo de 6 a 12 afios, 6.8 % (17) grupo de 3 a S afios y s6lo el
2 % (5) para el grupo de 13 a 16 afios (ver grafica 1). El 16 % (40) de las cepas estudiadas
correspondi6 a cepas colonizantes y el 84 % (210) fueron cepas infectantes.

La distibucion de los biotipos y serotipos se presenta en la tabla 1. Como se puede observar se
encontré una mayor frecuencia de cepas no tipificables (78.8 %) con respecto a las tipificables
(21.2%). En el caso de los bfotipos se obtuvo un mayor porcentaje en el biotipo II (33.2 %),
seguido por el biotipo III ( 30.8 %), un 23.2 % biotipo I, para los biotipos IV y VII un 3.6 %,
biotipos V y VI un 2.8 %. También se observd en este estudio la ausencia de cepas con los
serotipos a, ¢, d y e.

E119.6 % (49) del total de las muestras aisladas fueron cepas productoras de B-lactamasa y el
80.4 % correspondié a las no productoras de -lactamasa (Tablas 2 y 3). El biotipo que resultd
con mayor produccién de B-lactamasa fue el biotipo II con un 7.6 % (19), mientras que el
productor mas bajo fue el biotipo V con el 0.4 % (1), No se encontré ninguna cepa productora de
B-lactamasa del biotipo VI. Para las cepas no productoras de B-lactamasa el biotipo III présenté
un 26 % y los biotipos VI y VII un 2.4 % (Tabla 2).

Asi mismo, se realizd la asociacion de los serotipos con la produccién de B-lactamasa (tabla 3)
observandose una mayor incidencia fue el no serotipificable (13.6 %) seguido por el serotipo b
con 4.8 % (12) y solo el 12 % para el serotipo f, con respecto a las no productoras de (-

lactamasa también las no serotipificables son las que presentaron un porcentaje mayor ( 64.8 %),

38



seguido por el 13.6 % que correspondié al serotjpo byel2 % serotipo £ No se obtuvo serotipos
a, ¢, d y e, con la produccioén o no de la B-lactamasa.

En la grafica 2 se muestra la sensibilidad antimicrobiana presentada para los siete agentes
utilizados en este estudio y se observd que la levofloxacina es la que presentd el 100 % de
sensibilidad, seguida por cefiriaxona con 98 %, cefuroxime con 93.2 % y claritromicina con
904 %, 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 relacién
entre la actividad antimicrobiana y los biotipos. Los porcentajes de mayor sensibilidad
encontrada con respecto a los biotipos fueron: para el biotipo I: levofloxacina (23.2 %),
amoxi/clavulanato (23.2 %) y cefiriaxona (23.2 %), biotipo 1I: 33.2 % (83) levofloxacina, 30.4 %
(76) cefuroxime, 29.6 % (74) claritromicina, biotipo I1I 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, cefiriaxona, 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, cefiriaxona.

La tabla 5 muestra la relacion entre antimicrobianos y el serotipo; se observd que para la cepas no
serotipificables los agentes antimicrobianos que presentaron mayor sensibilidad antimicrobiana
fueron: la levofloxacina (100 %), seguida por ampicilina (78 %) y cefriaxona (76.8 %), para el
serotipo b: levofloxacina y cefiriaxona (18.4 %), cefuroxima y amoxi/clavulanato (17.2 %) y
claritromicina (16.8 %) y para 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 relacién de la produccion y no produccion de la B-lactamasa y la
sensibilidad de las cepas frente a los-agentes antimicrobianos, cabe sefialar que el agente
antimicrobiano que presenté una mayor sensibilidad fue la levofloxacina con un 19.6 % con
produccién de PB-lactamasa y 100% sin la produccién de dicha enzima. Los dos agentes
antimicrobianos que en general presentaron una mayor resistencia fueron: ampicilina (14 %) con
la produccic’)n’ de la B-lactamasa y trimetropim/sulfametoxazol (31.6 %) sin la produccion de la B-

lactamasa.
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Gréfica 1. Distribucién de edades de pacientes con aislamiento de
cepas de H influenzae.

Tabla 1. Distribucién de biotipos por serotipos.

Biotipo
Serotipo n(%) TOTAL
I II I v A\ VI viI n(%)
a, c-e 0 (0) 0(0) 0 (0) 0 0(0) 00 0(0) 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) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 7(2.8)
No tipificable 35(14) 68(27.2) 65(26) 8(3.2) | 72.8) | 6(2.9) 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. Asociacion de los biotipos con la produccién de B-lactamasa

Blotipo
B-lactamasa (%) TOTAL
(%)
1 il i v v VI vl
Posltiva 13(52) 19(7.6) 12(4.8) 104) | 1(0.9) 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(30.4)
TOTAL ' | 58(232) | 83(332) 77(30.8) 10(4) 8(3.2) 6(2.9) 9(3.6) 250(100)

Tabla 3. Relacién de los serotipos con la produccion de B-lactamasa.

B-lactamasa
Serotipo (%) TOTAL
n (%)
Positiva Negativa
a,c¢ 0(0) 0(0) 0(0)
b 12 (4.8) 34 (13.6) 46 (18.4)
f 3312) 5(2) 8(3.2)
No serotipificable 34 (13.6) 162 (64.8) 196 (78.4)
TOTAL 49 (19.6) 202 (30.4) 250 (100)
n (%)
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Grdfica2 Sensibilidad antimicrobiana para 250 cepas
de Haemophilus influenzae.

o5 4%

%

AVP SXT CXM CRO AMC
Antimicrobiano

o B8 88

CR LVX

Tabla 4. Relacion de la actividad del agente antimicrobiano y el biotipo.

Antimicrobiamo Biotipo
n (%)
1 1 m v v VIl
S R S R S R R S R S R S R
CLR 53 5 74 9 76 1 8 1 8 0 6 0 8 1
{21.5) 2) 296) | 3.6) | (30.4) | (90.4) | 3.2) | (0.9) | (3.2) ©) 2.4) [(D] (3.2) | (04)
LVX 58 0 83 0 77 0 9 0 8 0 6 0 9 []
(23.2) ® 10832)] (0 [@08) | (0 |36 | 0 | 32) | (O | 24 0 3.6 |
AMP 54 4 68 15 67 10 7 2 8 0 6 0 8 1
(21.6) (1.6) 27.2) | (6) | (26.8) | (4) (2.8) | (0.8) | 3.2) (U] 2.4) ) 32 | (0.4)
SXT 32 26 49 34 46 31 9 0 S 3 5 1 4 5
(12.8) (10.4) | (19.6) | (13.6) | (18.4) | (12.4) | (3.6) ) ) (1.2) 2 0.4) (1.6) @
CXM 55 3 76 7 n 6 9 ] 8 0 6 0 9 []
(22) 1.2) (304) | (2.8) | 284) | 24) | (3.6 ©) 3.2) (U] 24) ) 3.6) (V)
CRO 58 0 57 i ) 6 9 0 8 0 6 0 9 []
(23.2) (U] (228) | (0.4) | 284) | 2.9) | (3.6 ©) 3.2) ) 2.4) ) ) ()]
AMC 58 0 51 6 75 2 9 0 8 0 6 [] 8 1 J
(23.2) 0) (204) | 24 | 3% | (0.8) | (3.6) ) 2.4 [()) (32 | (0.9)

G2 1 O
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Tabla 5. Relacién de la actividad del agente antimicrobiano y el serotipo.

Serotipo Antimicrobiano n (%)
@ CLR LVX AMP SXT CXM CRO AMC
S R S R S R S R S R S R S R
a, ¢-¢ (0) 0 1] 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
0 0) © ()] (] (] (] (] (] (] 0 ()] 0 ()]
b(46) 42 4 46 0 13 33 25 21 43 3 46 [] 43 3
‘1 (168) (1.6) (18.4) (V] (5.2) | (13.2) | 10) 84 |17 (1.2) |(184) | O |(17.2) | (1.2)
(7) 6 1 7 0 7 [] 2 5 7 0 7 [] 7 0
(24) (0.4) 2.8 (V] (2.8) ()] (0.8) ) (2.8) (U] (2.8) ()] (2.8) ()]
No tipificable 178 19 197 0 195 2 113 84 183 14 192 5 181 16
197) (71.2) (7.6) (100) ) (78 | (0.8) | 45.2) | 33.2) | (72.8) | (5.6) | (768) | (@) | (724) | (64

Tabla 6. Relacién de la produccion de B-lactamasa y la actividad de los siete agentes

antimicrobianos.
B-lactamasa
n (%)
Antimicrobiano
Positiva Negativa
S R S R
CLR 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(12.49) 122(48.8) 79(31.6)
CXM 42(16.8) 72.8) 191(76.9) 10(3)
CRO 48(19.2) 1(0.4) 197(78.8) 4(1.6)
AMC 47(18.8) 2(0.8) 184(73.6) 17(6.8)




VII. DISCUSION.

La incidencia de Haemophilus influenzae presenta una marcada relacion con la edad, hecho que

juega un papel importante, debido a que los hallazgos encontrados en el presente trabajo
confirma mas la elevada frecuencia de Haemophilus influenzae en adulto; sin embargo, en la
literatura se reportan un mayor numero de casos en nifios que en adultos.

La serotipificacion de Haemophilus influenzae es considerada relevante para determinar la
patogenicidad de este microorganismo, el serotipo b es considerado el mas virulento debido a que
esta asociado a enfermedades invasivas como la meningitis. En paises desarrollados tales como
EUA, este serotipo ha sido erradicado por medio de la vacunacion; por lo que, ahora las cepas de

Haemophilus influenzae no serotipificable son mas importantes. La situacién en México es

diferente porque la vacunacién contra Haemophilus influenzae serotipo b tiene 4 afios de

introducida al esquema de vacunacion.

En los estudios realizados por Trollfors (1984), encontraron cepas no serotipificables en
pacientes adultos (>30 afios de edad). Deulofeu (1994), en un estudio /realizado en Espafia,
reportaron un 67 % de cepas no serotipificables en pacientes adultos (24 a 88 afios). Doer y
colaboradores, describieron en 1997, 60.7 % de cepas aisladas de Haemophilus influenzae en
adultos donde el 37.3 % fueron mayores de 50 afios, en 1998 cerca del 42 % de su poblacion
fueron adultos, siendo un 24. 3 % mayores de 50 afios. Jacobs (1999) report6é un 55.4 % de
aislamientos de Haemophlilus influenzae en adultos de ellos 16.6 % fueron mayores de 60. En los
paises de Latinoamérica se observa un aumento de cepas no serotipificables de Haemophilus
influenzae, en muestras aisladas de infecciones de vias respiratorias bajas. De acuerdo, con
diversos estudios reportados, los aislamientos de Haemophilus influenzae no serotipificable han
sido predominantes y con una menor frecuencia el serotipo b. La epidemiologia mundial de

Haemophilus influenzae no serotipificable muestra que este se aisla en mas del 72 % de muesiras
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respiratorias, dato que se correlaciona con lo obtenido en el presente trabajo ( 78.8 % ) de cepas
no serotipificables. La identificacién 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 biotipificacién de Haemophilus influenzae ha proporcionado una informacién epidemiolégica

valiosa, y los biotipos especificos se han asociado a diferentes infecciones, fuentes de
aislamiento, propiedades antigénicas y patrones de resistencia antimicrobiana; a diferencia de la
serotipificacién que nos sirve para valorar la patogenia de Haemophilus influenzae. En México,

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

infeccién en vias resbiratorias; por otra parte, Foweraker (1993), también reportan biotipo II
asociado a infecciones de vias respiratorias. Los biotipos reportados a nivel mundial de
aislamientos de infecciones en el aparato respiratorio mas frecuentes fueron los biotipos 11 y I,
lo que se correlaciona con lo obtenido en este estudio 33.2 % y 30.8 % respectivamente.
(Granato et al, 1982). En un estudio realizado en nifios 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 realizé una relacion de la distribucion de los biotipos y los serotipos, 'y se encontrd
que las cepas no tipificables en su mayoria pertenecen al biotipo II, mientras que las cepas
serotipo b pertenecen al biotipo I, estos resultados correlacionan con lo reportado por Albritton
(1978) que reportd aislamientos serotipo b asociados al biotipo I y los no tipificables con el
biotipo II.

En este estudio se presemtd un 4.8 % de las cepas serotipo b y 13.6 % de cepas no
serotipificables son productoras de B-lactamasa, mientras que de las cepas biotipo II (7.6 %) y

biotipo [ (5.2 %) son productoras de dicha enzima, por lo que se puede asumir que la produccién
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de la B-lactamasa no esta asociada al serotipo o al biotipo. Al igual que no hay relacion entre los
agentes antimicrobianos utilizados en este estudio con los biotipos y los serotipos.

Galicia Velasco (2002) en el INER obtuvo una sensibilidad antimicrobiana del 100 % con
cefuroxime y cefiriaxona, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en este trabajo, ya que
con cefuroxime se obtuvo 93.2 % y con cefiriaxona 98 % de sensibilidad.

La resistencia antimicrobiana entre aislamientos clinicos de Haemophilus influenzae es un

problema de incremento constante, de grandes implicaciones clinicas y es un tema de importancia
en salud publica, pues obliga al desarrollo y utilizacién de nuevos agentes antimicrobianos,
siempre mas costosos y muchas veces mas toxicos que los empleados habitualmente en el
tratamiento de las infécciones. La frecuencia de aparicion de resistencia a los antimicrobianos es
grande y tan rapida que aparentemente esta 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 caracter multiple, por lo que en un futuro muy cercano, la
mayor parte de las infecciones podrian ser causadas por microorganismos con multiple
resistencia. Por ello, el conocimiento de los perfiles de susceptibilidad antimicrobiana debe
orientar a la elaboracién de esquemas de tratamiento mas eficaces y ademas, la informacion
proporcionada debe servir de insumo para la elaboracién de un programa de uso racional de
antibidticos. 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) report6 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 produccion de dihidrofolato reductasa. En el presente

trabajo la resistencia obtenida al trimetroprim/sulfametoxazol fue més 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 mas cientifico al problema de
resistencia y se convierte en una guia 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
susceptibilidades de un ntimero razonable de antimicrobianos. Ademas, se debe optimizar la
informacion de las cepas de Haemophilus influenzae para su estudio epidemioldgico; siendo
necesario tomar en consideracién los siguientes puntos: 1) el serotipo y el biotipo de las cepas
tipificables o no serotipificables, 2) informacion del tipo de muestra estudiada, asi 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 nifios menores de 2 afios y en adultos mayores de 60 afios.

Las cepas aisladas que se obtuvieron con mayor frecuencia fueron las no serotipificables,
seguido del serotipo b.

Los biotipos encoﬁtrados mas frecuentemente fueron 11 (33.2%) y III (30.8 %).

La mayoria de las cepas estudiadas fueron no productoras de B-lactamasa (80.4 %)

Los antibiéticos que presentaron una mayor resistencia fueron la ampicilina (14 %) y el
trimetroprim/sulfametoxazol k44 %).

El agente antimicrobiano que presento el 100 % de sensibilidad para cepas de Haemophilus
influenzae fue la levofloxacina, seguido por cefiriaxona (98 %), cefuroxime (93.2 %),
amoxi/clavulanato (92.4 %) y claritomicina (90.4 %).

No existe relacion entre la actividad antimicrobiana de los siete agentes antimicrobianos

ensayados con los biotipos y los serotipos.
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