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Resumen 

En la enfermedad pulmonar obstructiva crónica (EPOC), Haemophilus influenzae no tipificable (HiNT) 

es causa importante de infecciones del tracto respiratorio, principalmente en los episodios de 

exacerbación de la enfermedad. Según el reporte PLATINO, acorde al criterio de la GOLD, la 

prevalencia estimada de EPOC en México es de 7.8% en personas mayores de 40 años de edad, 

incrementándose considerablemente con la edad; se estima que en personas de más de 60 años será 

de un 18.4%. Según estadísticas del año 2005 por el INEGI,  la EPOC se situó en el 5° lugar dentro de 

las 10 principales causas de mortalidad en personas mayores de 65 años. En el INER, la EPOC ocupa 

el 2° lugar de visitas a urgencias y el 4° lugar como causa de egreso hospitalario. Varias líneas de 

evidencia indican que la formación de biopelículas por HiNT juega un papel importante en la 

patogénesis de la enfermedad.  

El objetivo de este estudio fue determinar la distribución de la capacidad de formación de biopelìculas 

entre cepas de HiNT y así como su posible correlación con el perfil de susceptibilidad a diversos 

antimicrobianos. 

Se analizaron 40 cepas de HiNT aisladas de muestras clínicas de esputo de adultos con EPOC, durante 

episodios de exacerbación Se incluyeron además las cepas HiNT 2019 y su mutante isogénica siaB
-
 

(Donadas por el Dr. Edward Swords). Dichas cepas fueron evaluadas in vitro mediante ensayo 

colorimétrico con CV, adaptado de Murphy y Kirkham. El perfil de susceptibilidad hacia 9 

antimicrobianos empleados en casos de EPOC se evaluó mediante el método de Kirby-Bauer.  

Se obtuvo una distribución heterogénea en la capacidad de formación de biopelículas  a las 48 h entre 

las cepas de HiNT. Se observaron  4 categorías de formación de biopelículas : 19,05% fueron 

formadoras altas (DO >1.7), 50% fueron formadoras moderadas (0.862 <DO ≤  1.7),  21,43% fueron 

formadoras bajas (0.431< DO ≤ 0.862) y el 10%  no  formaron biopelículas(DO ≤0.431). El 68% de las 

cepas mostró capacidad de formación de biofims alta o moderada. Respecto al perfil de susceptibilidad 

antimicrobiano, las cepas presentaron mayor sensibilidad a los β-lactamicos y quinolonas,  

especialmente entre cepas con capacidad alta / moderada para formar biopelículas habiendo mayor 

proporción de susceptibilidad a los antibióticos entre cepas con capacidad alta-moderada para 

formación de biopelículas.  

De acuerdo con estos las cepas de HiNT de casos de EPOC  presentaron una elevada frecuencia de 

formación de biopelículas. Dicha  capacidad de formación de biopelículas y no mostró  correlación 

directa con el perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos. Lo anterior se refuerza por los reportes  de 

que los pacientes con EPOC tratados con los antibióticos de probada eficacia in vitro, frecuentemente 

presentan pobre eficacia clínica. El escaso conocimiento de EPOC en México hace necesaria la 

caracterización de la capacidad de formación de biopelículas entre cepas de HiNT y su posible 

participación en la patogénesis de la EPOC. 
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1. INTRODUCCION 

Actualmente la EPOC es un problema de salud pública que causa alta morbilidad 

entre la población de adultos mayores de 60 años y tiene un gran impacto económico 

mundial. Los microorganismos involucrados son principalmente Pseudomonas 

aeruginosa, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae [Murphy et al 1999; Páez et al., 

2000; Drago., 2009], éste último se ha aislado recurrentemente en dicho padecimiento [Murphy y 

Kirkham, 2002; Martí-Llitera et al., 2009]. Durante los últimos años, los estudios sobre esta especie 

fueron enfocados hacia H. influenzae del serotipo b, patógeno grave en niños [Gómez de 

León et al., 2000]. Desde la introducción de la vacuna conjugada en 1990 para este 

serotipo; la enfermedad provocada por ésta ha sido casi erradicada en países 

desarrollados [Gómez de León et al., 2000 ; Gómez de León et al., 2008; Gómez de León et al., 2010]. Diversos estudios 

han argumentado que las cepas de HiNT se mantienen como causa importante en 

infecciones respiratorias [Martí-Llitera et al., 2009] y que comúnmente se asocian a colonización 

secundaria. Habitualmente, cepas de HiNT están relacionadas con otitis media, 

sinusitis, enfermedades bronquiales asociadas con la EPOC y neumonía en 

pacientes VIH seropositivos [Murphy y Kirkham, 2002; Pang et al., 2008; Martí-Llitera et al., 2009]. La 

colonización por cepas de HiNT es normalmente transitoria [Drago., 2009], por ello 

diversas investigaciones buscan la identificación de factores que influencian a las 

cepas de HiNT para la colonización asintomática y su implicación en la patogenicidad 

[Murphy et al., 1999; Murphy y Kirkham, 2002; Swords et al., 2004; Martí-Llitera et al., 2009]. 

La presencia de cepas de HiNT en pacientes con EPOC no solo se limita a la 

nasofaringe, sino que se extiende a los conductos superior e inferior de vías 

respiratorias. Estudios en pacientes han demostrado que las cepas de HiNT  pueden 

habitar en el hospedero por períodos de meses a años, y que las exacerbaciones de 



1. Introducción 

2 

TATIANA SUSANA SANTANDER ZARCO.                        2011 

la EPOC están significativamente relacionadas con la adquisición de nuevas cepas; 

por lo cual consideran que la presencia de HiNT en pacientes con EPOC puede 

agravar la recurrencia de las mismas [Erwin y Smith., 2007; Drago., 2009;  Murphy et al., 2009]. El 

tratamiento para este padecimiento está basado principalmente en aplicación de 

antimicrobianos y glucocorticoides en las diferentes etapas de exacerbaciones, 

fundamentándose principalmente en el diagnóstico basado en cultivos de esputo [Kaji et 

al., 2008; Martí-Llitera et al., 2009].  

El presente trabajo se enfoca a la identificación, biotipificación, serotipificación y 

formación de biopelículas de cepas de HiNT aisladas de pacientes con EPOC, para 

determinar la participación de la formación de biopelículas de  HiNT en la patogenia 

de la EPOC. Así mismo es indispensable determinar la susceptibilidad de éste 

microorganismo a los agentes antimicrobianos de elección en la clínica. 

 

1.1 Generalidades  

Los miembros del género Haemophilus (Orden de  las Eubacteriales, Familia 

Pasteurellaceae) habitualmente constituyen parte de la microbiota normal del tracto 

respiratorio de humanos, así como de otros vertebrados y se encuentra representado 

por varias especies de importancia médica, en particular por las cepas de H. 

influenzae que cohabitan como comensales o parásitas en el humano [Murray et al., 2002]. 

El nombre de Haemophilus fue asignado por Winslow et al., en 1920; y fue hasta 

1933 que Smith y colaboradores establecieron que la influenza era causada por un 

virus, y que H. influenzae se presentaba solamente como causa de infecciones 

secundarias [Wenger y Ward, 2004; CDC, 2006]. Haemophilus influenzae tiene amplias 
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oportunidades de variar su genoma, lo que le confiere posibilidades de re-arreglo en 

sus determinantes de patogenicidad y virulencia [Murphy et al., 1999]. 

 

1.2 Características del género Haemophilus 

Las bacterias pertenecientes al género Haemophilus son cocobacilos gram-negativos 

que miden de 0.2 a 0.3 µm de ancho y 1.0 µm a 1.5 µm de longitud, aunque algunas 

veces presenta  pleomorfismo, son organismos no móviles y no espurulantes, 

usualmente producen capsula. Este microorganismo se caracteriza por ser un 

anaerobio facultativo, oxidasa positiva y la reacción de la catalasa es variable [Albritton et 

al., 1978; Hernández-Mendoza., 2005]. Puede utilizar distintos carbohidratos como fuente de 

carbono, excepto lactosa y sacarosa, por lo que es considerado un microorganismo 

nutricionalmente exigente. Este organismo fue llamado Haemophilus por su avidez 

por la sangre y la incapacidad que presenta para crecer en medios de cultivo sin ella, 

debido a que carece de la capacidad enzimática de convertir el ácido delta amino-

levulinico a porfirinas. Requiere además para su desarrollo de los factores X (hemina 

o hematina, protoporfirina IX; pigmento que contiene fierro y suministra compuestos 

tetrapirrol necesarios para la síntesis de citocromos y enzimas) y V (NAD) coenzima 

que participa en las reacciones de oxido reducción del metabolismo celular) 

presentes en la sangre [García-Ramos et al., 1998; Hernández-Mendoza., 2005] (Cuadro 1). 

Muestra un marcado pleomorfismo, especialmente durante los estadios tardíos de su 

crecimiento in vitro o cuando se le aísla de pacientes que han recibido 

antimicrobianos. Dentro del género Haemophilus se incluyen ocho especies de 

importancia médica para los humanos.  
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1.3 Virulencia y Patogenicidad 

La superficie de muchas de las cepas de H. influenzae está cubierta por una cápsula 

de polisacárido con propiedad antifagocítica; además de ésta, existen otras 

estructuras superficiales tales como pili, proteínas de membrana externa (PME) 

importantes en investigaciones epidemiológicas, lipopolisacáridos (LPS) con 

actividad de endotoxina presentes en su membrana externa, así como algunos 

componentes extracelulares (proteasas que degradan IgA secretora y sérica) que 

participan en la patogénesis de las enfermedades causadas por este microorganismo 

[Campagnari et al., 1987; Barenkamp y Gemme III., 1994; Gómez de León et al., 1995; Gilsdorf et al., 1997; Gilsdorf., 1998; Gilsdorf et al., 2004].  

En 1931, Margaret Pittman (Pittman,1931) publicó un trabajo en el que mostró 

mediante serología que H. influenzae podía presentarse de forma capsulada y/o no 

capsulada; identificó seis serotipos distintos designándolos con las letras a, b, c, d, e, 

Especie Factor X* Factor V** 

H. influenzae   

H. parainfluenzae _  

H. haemolyticus   

H. parahaemolyticus _  

H. aphrophilus _ _ 

H. paraphrophilus _  

H. segnis _  

H. ducreyi  _ 

Cuadro.1. Requerimiento de factores de crecimiento 

en diferentes especies de Haemophilus. 

 

  +,  Presencia; -, Ausencia 
   * Hemina o hematina 
** NAD, dinucleótido de nicotinamida y adenina 
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y f de acuerdo con el constituyente de su polisacárido capsular. Las cepas que 

carecen de cápsula son denominadas no tipificables. Generalmente la determinación 

del serotipo de una cepa de H. influenzae se realiza mediante reacciones antígeno-

anticuerpo [Falla et al.,1994; La Claire et al., 2003]. Falla y La Claire implementaron una técnica de 

tipificación capsular mediante PCR donde se realizó la detección del gen bex A que 

codifica para la proteína implicada en el transporte del material capsular, realizando 

una segunda PCR para la detección del locus Cap, que determina el tipo capsular 

[Falla et al.,1994; La Claire et al., 2003]. 

El serotipo b es el principal agente etiológico de meningitis bacteriana [Gómez de León et al., 

1995], neumonía bacteriémica, epiglotitis, septicemia, celulitis e infecciones 

osteoarticulares. Se ha descrito que más del 90% de las enfermedades invasivas  

por Haemophilus influenzae son causadas por cepas con cápsula b. 

Recientemente en nuestro país se reconoció que las enfermedades invasivas por 

Haemophilus influenzae b han representado un problema prioritario de salud infantil, 

por lo que las autoridades del Sector Salud, implementaron un programa de 

prevención y control mediante inmunoprofilaxis, en donde se consideró tanto la 

elaboración como la aplicación de una vacuna conjugada PRP-T constituida por 

polirribosil-ribitol-fosfato acoplado a toxoide tetánico. Las vacunas conjugadas se han 

usado con eficacia en términos epidemiológicos. Las cifras previas a la introducción 

de la vacuna en México en 1999, indican que la frecuencia del aislamiento de 

Haemophilus influenzae de diferentes entidades clínicas fueron elevadas y por ende 

equiparables con las poblaciones infantiles de otros países no desarrollados en los 

que tampoco se habían liberado inmonógenos protectores [Gómez de León et al., 1995; Gómez de León 

et al., 2000 ; Gómez de León et al., 2008; Gómez de León et al., 2010].  
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Aunque la reducción en el estado de portador, inducida por las vacunas conjugadas 

es benéfica desde un punto de vista de mecanismos de inmunidad colectiva, se han 

incrementado los cuestionamientos sobre la posibilidad de reemplazo del serotipo b 

por otros serotipos o por cepas no tipificables [Murphy et al.,1999; Murphy y Kirkham, 2002; Swords et al.,2004; 

Pang et al., 2008]. 

Se ha observado que además de causar daño mediante mecanismos de 

patogenicidad, existe una constante emergencia de cepas de Haemophilus infuenzae 

resistentes a antibióticos. En 1977, se describió por primera vez la producción de β-

lactamasas (enzimas líticas involucradas en la resistencia a ampicilina) por parte de 

esta bacteria, cuya detección es de gran importancia para la implementación de un 

tratamiento más adecuado [Paton et al 2000; Wenger y Ward, 2004]. 

 

1.4  infecciones por HiNT  

Las cepas de HiNT son causa de enfermedades agudas asociadas a sitios del 

conducto respiratorio y contiguo, entre las que se incluyen: 

1.4.1 Otitis media: Las cepas HiNT son responsables del 20% al 40% de los casos 

de otitis media de la población infantil, confirmada bacteriológicamente, siendo 

esta la enfermedad más frecuente en la primera infancia. Donde se ha 

observado que se pueden experimentar de 1 a 3 episodios de otitis antes de 

los 2 años [Novotny y Bakaletz, 2003; Roberts et al., 2004]. 

1.4.2 Sinusitis: El 31% de los casos se atribuye a HiNT [Harker., 2007]. 

1.4.3 Fibrosis quística: En los estadios iniciales de colonización de pulmón, 

Haemophilus influenzae es un patógeno importante [Cantón et al., 2002].  
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1.4.4 Neumonía: Las manifestaciones clínicas de HiNT no se diferencian de otras 

neumonías bacterianas, se presentan fiebre, tos y esputo purulento, 

habitualmente de varios días de duración. Gran parte de la neumonía 

bacteriana en adulto está dada por cepas de HiNT, en general afecta a 

pacientes en edad avanzada con EPOC [Puig-Barberá et al., 2007] 

1.4.5 Enfermedad Pulmonar Obstructiva Crónica  (EPOC): En esta enfermedad 

bacterias como HiNT, Streptococcus pneumoniae y Moraxella catarrhalis. 

están involucradas en aproximadamente la mitad de las exacerbaciones 

agudas [Murphy y Kirkham, 2002] 

 

1.5 Importancia clínica y epidemiológica de la EPOC 

Entre la población de adultos, la afección más importante por HiNT se presenta en 

los episodios de exacerbación de la EPOC [Murphy et al., 1999]. La morbilidad y mortalidad 

por EPOC está cobrando relevancia en el mundo y su incidencia va creciendo en la 

medida que aumenta el tabaquismo y la edad de la población. La prevalecía a nivel 

mundial en personas mayores de 40 años de edad rebasa el 10% [Carrillo., 2007; García et al., 

2008; Martí-Llitera et al., 2009].  

Asimismo, la EPOC se relaciona con la pérdida de productividad, debido a que 

aproximadamente el 25% de los pacientes con EPOC que acuden a consulta 

externa, el 50% de los que se hospitalizan y el 60% de los enfermos graves 

desarrollan desnutrición (peso inferior al 90% del peso calculado para su edad, 

género y talla). Dicha condición favorece el desarrollo de infecciones, reduce la 

fuerza de los músculos respiratorios y la tolerancia al ejercicio, lo cual a su vez  
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ocasiona deterioros progresivos de calidad de vida a medida que avanza la 

enfermedad [Carrillo., 2007; García et al., 2008] 

Durante muchos años ésta enfermedad se definió como un síndrome caracterizado 

por pruebas anormales del flujo respiratorio que no cambian de manera notable 

durante períodos de observación de varios meses. La Bronquitis Crónica y el 

Enfisema Pulmonar son entidades asociadas a EPOC. Esta definición incluye a 

ciertos sujetos asmáticos que experimentan obstrucción crónica al flujo de aire, así 

como a personas con trastornos menos frecuentes como bronquiectasias y 

obstrucción de vías respiratorias altas [ATS, 1995; Páez et al 2000]. El término EPOC se utiliza 

habitualmente como sinónimo de la combinación de lesiones bronquiales crónicas y 

enfisema cuando el paciente presenta en su evolución una Limitación Crónica del 

Flujo Aéreo. Histopatológicamente tiene como base una lesión destructiva de los 

alveolos (enfisema) y un fenómeno inflamatorio crónico que afecta especialmente los 

bronquíolos. [ATS, 1995; ERS,1991; Montes de Oca et al 2009]. 

En las definiciones de 1995 hechas por la ATS y de la ERS, se caracterizó a la 

enfermedad por la “presencia de obstrucción al flujo aéreo por lesiones bronquiales 

crónicas o enfisema”, y como un “trastorno caracterizado por una reducción del flujo 

respiratorio máximo, junto con un vaciado forzado lento de los pulmones, 

alteraciones que no cambian en el transcurso de varios meses”, [ATS, 1995; ERS, 1991]. La 

definición más práctica de EPOC ha sido propuesta por GOLD como sigue: 

“Enfermedad Caracterizada por limitación al flujo aéreo que no es totalmente 

reversible, usualmente progresiva y asociada a inflamación en pulmones en 

respuesta a gases o partículas nocivas” [Fabbri et al., 2003].  
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Uno de los principales factores de riesgo para el desarrollo de EPOC es el 

tabaquismo, asociado a una predisposición probablemente de origen genético, 

actualmente desconocida. Otro factor es la exposición a humo de leña, 

especialmente en mujeres que usan este combustible en su hogar y actualmente se 

está tomando en cuenta la contaminación existente en las grandes ciudades, por lo 

que es poco probable que en ausencia de estos factores de riesgo se pueda 

diagnosticar apropiadamente este padecimiento [ERS, 1991; ATS, 1995; Fabbri et al 2003; Martí-Lliteras et al., 

2009; Montes de Oca et al 2009]. 

Una de las causas más importantes que llevan al paciente a atenderse por causa de 

EPOC son las exacerbaciones, frecuentemente ocasionadas por infecciones del 

tracto respiratorio [Agustí et al; 2003; Fabbri et al.,  2003; Valle., 2006; Montes de Oca et al 2009]. 

En la evolución clínica de esta entidad, los procesos infecciosos desempeñan un 

papel importante (Cuadro 2) , por lo que la relación entre la EPOC y las infecciones 

ha sido motivo de preocupación científica y se ha abordado desde dos puntos de 

vista: a) Que las infecciones respiratorias participan como factores potenciales de 

riesgo para la aparición y progresión de la enfermedad en adultos, y b) Que las 

infecciones causan descompensación importante en los pacientes que ya padecen 

EPOC [Martí-Llitera et al., 2009]. En este tipo de pacientes se puede observar que se presentan 

cambios histológicos y funcionales en el conducto respiratorio, ya que se reduce la 

eficacia del transporte mucociliar de los microorganismos a través del árbol 

traqueobronquial. Por ello, en estos pacientes, el aumento de la densidad bacteriana 

se relaciona con un mayor grado de deterioro del arrastre mucociliar [Erwin y Smith.,2007; Kaji et 

al., 2008; Drago.,2009; Martí-Llitera et al., 2009]. 
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En la EPOC la liberación de productos bacterianos y de elastasas de leucocitos 

polimorfonucleares lesionan el epitelio bronquial en detrimento del transporte 

mucociliar, que se asocia con un incremento significativo de la densidad de 

microorganismos residentes y la acumulación de productos tóxicos que favorecen su 

mantenimiento [Erwin y Smith.,2007]. 

Existen circunstancias múltiples que hacen a los sujetos con EPOC más vulnerables 

a padecer de infecciones respiratorias, como son: a) Colonización de vías aéreas, b) 

Alteración en el transporte mucociliar, c) Hipersecreción e hiperviscosidad mucosa,  

d) Alteración de la geometría bronquial e inflamación del epitelio bronquial, entre 

otras. H. inflienzae no tipificable, S. pneumoniae y M. catarrhalis suelen ser los 

colonizadores más frecuentes en la vía respiratoria superior de pacientes con EPOC 

[Drago., 2009; Tandon et al., 2010]. El incremento en la mortalidad por EPOC ha sido sustancial en 

los últimos 30 años. En 1990 ocupaba el sexto lugar y se estima que para el 2020 

podría ser la tercera causa de muerte en el mundo, mientras en morbilidad se situará 

del cuarto al tercer lugar a nivel mundial. Por lo anterior, es importante estudiar la 

Etiología Agentes 

Viral 
 

Rinovirus 
Virus de Influenza 
Virus de Parainfluenza  
Coronavirus 
Adenovirus 
Virus Sincicial Respiratorio 
 

Bacteriana 

Haemophilus influenzae 
Streptococcus pneumoniae 
Moraxella catarrhalis 
Chlamydia pneumoniae 

Cuadro 2. Agentes infecciosos más comunes 

asociados con episodios de exacerbación  en EPOC 
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patogénesis de la enfermedad, así como establecer medidas de prevención y 

tratamiento oportunos, ya que esto evitará una creciente de costos, morbilidad y 

mortalidad por EPOC [Valle.,2006; Montes de Oca et al 2009; Blasi et al., 2010]. 

 

1.6 Importancia clínica y epidemiológica en México 

En México el habito al tabaco es causa principal de esta enfermedad; actualmente 

afecta a 14 millones de mexicanos, sin embargo existen otros factores de riesgo. Los 

datos estadísticos del censo del 2000 muestran que el 56.9% de las poblaciones 

rurales utilizan leña como combustible, siendo la exposición al humo de leña y 

carbón, causa de esta enfermedad [Valle., 2006; Carrillo., 2007; Barriga et al 2008; Escalante et al., 2008]. Sin 

dejar de mencionar otros factores involucrados como la inhalación de polvos, humos, 

gases y sustancias químicas que hay en las fábricas, talleres, minas, industria de la 

cantera, etc. [García-Guillen., 2006; Carrillo., 2007; Escalante et al., 2008]. 

En México, como en los demás países de Latinoamérica, la EPOC es una 

enfermedad sobresaliente por su morbi-mortalidad, sin embargo permanece 

subdiagnosticada y poco reconocida como un problema de salud pública. Según 

estimaciones publicadas en el reporte PLATINO México muestra problemas de 

subdiagnostico [Menezez et al., 2005; García-Guillen., 2006; García et al., 2008; Montes de Oca et al 2009]. 

Se conoce por casos de ingresos a instituciones hospitalarias de enfermedades 

respiratorias que Haemophilus influenzae NT es uno de los principales 

microorganismo relacionado con las exacerbaciones de la Enfermedad Pulmonar 

Obstructiva Crónica, en nuestro país, ya que se aísla en más de la mitad de los 

casos. [García-Guillen., 2006; Barriga G. et al. 2008; García et al., 2008]. 
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En el INER la EPOC es la 4a causa de  demanda de atención por primera vez en 

consulta externa y la 5a en hospitalización y mortalidad. Se estima que en México, el 

costo de atención diaria de un paciente con EPOC en la unidad de cuidados 

intensivos alcanza hasta 25 mil pesos, mientras que la estancia promedio de un 

paciente hospitalizado es de 9 días, lo cual  indica el alto  impacto económico 

ocasionado por dicho padecimiento. Se estima que en México actualmente podrían  

existir más de 6 millones de enfermos de EPOC, siendo ésta la 6a causa de muerte 

entre adultos; además el 75% de éstos no son tratados ni adecuada ni 

oportunamente por ignorar que la padecen [García-Guillén.,  2006; Barriga G. et al. 2008].  

 

1.7 Biopelículas y HiNT en la EPOC  

Las biopelículas son comunidades de células bacterianas estructuralmente bien 

definidas, embebidas en una matriz polimérica elaborada por la bacteria, que es 

adherible a superficies vivas o inertes. Se estima que el 99.9% de las bacterias en la 

naturaleza se enlazan a una superficie mediante estructuras como esta o similares 

[Stepanovic et al., 2000]. En la década anterior se reconoció que las biopelículas están 

implicados en la patogénesis de infecciones humanas tales como; caries dental, otitis 

media con efusión, neumonía con fibrosis quística etc. [Evans et al 1991; Meluleni et al., 1995; Fink et al., 

2003; Fux et al., 2005a]. 

Desde un punto de vista metabólico, se cree que las células de la biopelícula tienden 

a  minimizar su gasto energético quedando en estado estacionario. En el caso de 

Haemophilus influenzae, una adhesina auto transportadora, llamada Hap, media la 

adherencia bacteriana a la matriz extracelular y a células del hospedero, induciendo 
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la formación de microcolonias, un paso inicial en la formación de biopelículas [Fink et al., 

2002; Fink et al., 2003]. 

Recientemente la virulencia de algunos microorganismos se atribuye  en parte a la 

elaboración de biopelículas que los protegen de la eliminación por el sistema inmune 

[Fux et al., 2005a; Cerca et al., 2006;]. La comprensión de las estructuras de biopelículas y de su 

distribución es importante dada la tolerancia de estas comunidades o los 

antimicrobianos [Evans et al 1991; Meluleni et al.,1995; Fux et al 2005a]. 

En cepas de HiNT se ha reconocido la habilidad de formar biopelículas, dicha 

estructura podría conferir mecanismos de evasión a la respuesta inmune [Murphy y Kirkham, 

2002; Swords et al., 2004]. Cepas de HiNT se han implicado actualmente como causantes de 

infecciones secundarias u oportunistas, principalmente en enfermedades asociadas 

al conducto respiratorio de humanos, por lo cual estas  adquieren mayor relevancia 

como agentes patógenos. Un estudio realizado por Murphy y cols. en 1999, reveló 

características interesantes sobre la dinámica de colonización de H. influenzae en 

EPOC, encontrando que si bien se presenta recambio de cepas por otras nuevas de 

HiNT, algunas otras poseen la posibilidad de persistir durante muchos meses [Murphy et al 

1999]. 

Mediante cultivos mensuales de esputo, Fink y Cols (2003), mostraron la presencia 

intermitente de cultivos negativos en vez de colonización continua por la misma cepa, 

según estudios de tipificación molecular. Esto indica que el organismo está presente, 

no obstante la falla en la recuperación a partir del esputo; lo que sugiere que H. 

influenzae puede colonizar formando biopelículas en el tracto respiratorio de adultos 

con EPOC [Fink et al 2003]. La presencia de un gran número de bacterias en la 

expectoración de los pacientes con exacerbaciones de bronquitis crónica, sugiere 
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que la infección bacteriana puede tener algún papel etiológico en la enfermedad, 

además de que éstas suelen acompañarse de incrementos concomitantes de 

neutrófilos circulantes y de una serie de mediadores proinflamatorios, los cuales en 

conjunto pueden participar en el deterioro de la función pulmonar. Por ello, el empleo 

de antibióticoterapia se ha considerado importante en el tratamiento de EPOC [Solórzano 

et al.,1998; Kaji et al., 2008; Blasi et al., 2010; Miravitlles et al 2010]. 

 

1.8  Empleo de antimicrobianos en pacientes con EPOC  

La creciente resistencia bacteriana a múltiples antimicrobianos ha generado un 

cambio significativo en la salud global, [Kibsey., 1994; Solórzano et al.,1998; Lewis., 2001] aún cuando 

existen guías o normas para el manejo de los mismos [Goldmann et al., 1997]. Es innegable 

que al administrar un antibiótico en forma sistémica, además de que actúa contra el 

patógeno supuesto, también afecta a los microorganismos comensales de la 

nasofaringe, así como de otros hábitats bacterianos presentes en el humano. 

Actualmente existe un modelo matemático que ha demostrado la influencia que 

puede tener un antibiótico sobre la genética de poblaciones bacterianas y su 

resistencia a antibióticos [Goldmann et  al., 1997; Barriga et al. 2008; Miravitlles et al., 2010]. 

La resistencia antimicrobiana puede tener un impacto substancial en el 

mantenimiento y la evolución clínica de la infección que se esté tratando, ya que  

además puede incrementar las posibilidades de transmisión horizontal, afectando la 

morbilidad y la mortalidad por causa de la infección [Fux C. et al  2005a; Barriga et al. 2008; Kaji et al., 2008]. 

La selección óptima de los antimicrobianos apropiados para combatir las 

enfermedades infecciosas exige del juicio clínico y del conocimiento detallado de los 

factores farmacológicos y microbiológicos. Actualmente para el tratamiento de la 
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EPOC los antibióticos son usados en dos formas generales, como terapéutica 

empírica y como fármacos definitivos. Si se usan de manera empírica o como 

terapéutica inicial, el antibiótico debe atacar a todos los microorganismos patógenos 

posibles, debido a que no se ha identificado al microorganismo o microorganismos 

infectantes. Sin embargo, una vez identificado el agente infectante habrá que 

emprender la antibióticoterapia definitiva. Por lo que cuando está indicado un 

antimicrobiano, la meta es seleccionar un producto que sea activo de manera 

selectiva con él o los microorganismos infectantes [Soriano et al., 2004; Fux et al  2005a; Barriga et al. 2008].  

En el tratamiento de la EPOC, dependiendo del grado de exacerbación que 

manifiesta el paciente, se realiza la aplicación de diferentes tipos de antibióticos. Los 

antimicrobianos de primera elección en EPOC incluyen: amoxicilina, cefuroxima y 

macrólidos; en EPOC grado II-IIl con alta prevalecía de H. influenzae, y gérmenes 

Gram negativos (excepto Pseudomonas aeruginosa): Amoxicilina-Acido clavulánico, 

levofloxacino y telitromicina; en EPOC grado IV (con alto riesgo de etiología por 

BGN, incluyendo P. aeruginosa:  ciprofloxacina, ceftazidima y cefepime. Previo a la 

prescripción de cada tratamiento se realiza un análisis microbiológico del esputo 

[Soriano et al., 2004; Barriga et al. 2008; Kaji et al., 2008]. La susceptibilidad antimicrobiana de Haemophilus 

influenzae se realiza principalmente por dos métodos: a) El método de microdilución 

en caldo, y b) Método de difusión en agar (Kirby Bauer). De acuerdo a su estructura 

química, mecanismos de acción y efecto antimicrobiano, los antibióticos se pueden 

clasificar como se muestra (Cuadro 3): 
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Cuadro 3. Clasificación de Antimicrobianos a 

Grupo b Blanco celular Efecto antimicrobiano 

-lactámico Pared celular Inhibe la síntesis de pared celular 

-lactámico / 

inhibidor de -
lactamasa  

Enzima -lactamasa. Inhibe la acción de la enzima –
lactamasa evitando la destrucción 

del antibiótico –lactámico 
Cefalosporinas  Pared celular  Inhibe la síntesis de la pared celular 
Carbapenems Pared celular Inhibe la síntesis de la pared celular 
Monobactams Proteínas ligadoras de 

penicilina  
Forma estructuras filamentosas 
largas que la hacen no viable  

Macrolidos Subunidad ribosómica 50S  Inhibe la síntesis de proteínas  
Tetraciclinas Subunidad ribosómica 30S Inhibe la síntesis de proteínas 
Fluoroquinolonas Enzima DNA girasa Inhibe el superenrollamiento del 

DNA 
Sulfonamidas Enzima dihidrofalato 

reductasa 
Inhibe la síntesis del ácido fólico 

Cloranfenicol Subunidad ribosómica 50S Inhibe la síntesis de proteínas 
a 
Antibióticos agrupados según su estructura química. 

b 
Antibióticos de primera elección  

 

No obstante que los antibióticos han sido muy utilizados en el tratamiento de las 

exacerbaciones agudas de la EPOC, e incluso para su profilaxis, no han demostrado 

su eficacia en la prevención o en el tratamiento de la enfermedad. Su utilización está 

justificada en las exacerbaciones de origen infeccioso que, en ocasiones, colocan a 

estos pacientes en situaciones comprometidas para su vida, es por ello que la 

decisión de la prescripción y la selección de los antibióticos apropiados requieren de 

un análisis más cuidadoso (Cuadro 4) [Barriga et al. 2008]. 

Existen muy pocos estudios sobre susceptibilidad antimicrobiana para H. influenzae 

en México. El primer estudio realizado al respecto mostró que el 14% de las cepas 

de H. influenzae tipo b fueron resistentes a ampicilina, y no se hallaron cepas 

resistentes a cloranfenicol [Trejo y Pérez et al., 1981]. Posteriormente se notificaron las primeras 

dos cepas con multirresistencia, fenómeno que continúa siendo esporádico en la 

actualidad [Soriano et al., 2004]. 
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En estudios recientes sobre portadores faríngeos asintomáticos, los porcentajes de 

resistencia a ampicilina y cloranfenicol han sido variables dependiendo de la 

población estudiada, pero en general se encuentra alrededor de 20% de resistencia a 

ampicilina y una nula o muy baja resistencia al cloranfenicol; en los estudios 

realizados en México, la resistencia hacia macrólidos ha sido elevada [Villaseñor-Sierra et al 

1993]; estadísticas que nos informan sobre mejoras que los pacientes con EPOC 

puedan tener con la terapia antimicrobiana, es por ello que no existe un conceso 

adecuado acerca de la terapia antimicrobiana más eficaz en México. 

 

Cuadro 4. Actividad in vitro de varios antibióticos contra 

bacterias respiratorias en Latinoamérica y México. 

Agente 
antimicrobiano 

Sensibilidad (%) 

S. pneumoniae H. influenzae M. catarrhalis 

Penicilina 71.4 ND ND 

Amoxicilina 85.5 87.2 6.2 

Clavulanato 85.5 99.6 100 

Cefuroxima 81.2 98.8 99 

Cefotaxima 88.9 100 100 

Azitromicina 87.2 100 100 

Claritromicina 86.2 91.7 100 

Telitromicina 100 98.4 100 

Levofloxacina 98.3 100 100 

Moxifloxacina 98.7 100 100 

Gemifloxacina 99.6 100 100 

ND, No hay datos disponibles 
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2. HIPÓTESIS 

 

I. Las cepas de Haemophilus influenzae NT aisladas de pacientes con EPOC 

presentan alta capacidad de formación de biopelículas. 

 

II.  Se presume la posibilidad de que haya una correlación directa entre la 

capacidad de formación de biopelículas y la resistencia a los antimicrobianos. 
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3. OBJETIVOS  

 

3.1 Objetivo General  

Determinar la distribución de la capacidad de formación de biopelículas entre 

cepas de Haemophilus influenzae NT aisladas de pacientes con Enfermedad 

Pulmonar Obstructiva Crónica; así como su posible  correlación con el perfil de 

susceptibilidad a diversos antimicrobianos.  

 

3.2 Objetivos particulares  

I. Verificar el fenotipo/genotipo acapsular de las cepas de Haemophilus 

influenzae NT mediante serología y PCR. 

 

II. Determinar la capacidad de formación de biopelículas de cepas de 

Haemophilus influenzae NT. 

 

III. Determinar la susceptibilidad antimicrobiana de Haemophilus influenzae 

NT  a los antibióticos de elección usados para el tratamiento de 

pacientes con EPOC. 

 
IV. Evaluar la posible correlación entre la capacidad de formación de 

biopelículas y el perfil de susceptibilidad a antimicrobianos. 
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4. MATERIALES Y MÉTODOS 

La parte práctica de este trabajo incluyo diversas aproximaciones experimentales 

para la caracterización fenotípica y genotípica de las cepas del estudio, según se 

muestra en la Figura 1. 

Figura 1. Diagrama general para la  caracterización de las cepas de HiNT. 
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KIRBY-BAUER 

 

GENOTIPICA  FENOTIPICA  

CEPAS DE HiNT DE PACIENTES CON 

EPOC 

CARACTERIZACIÓN  
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4.1 Cepas bacterianas 

Se incluyeron 40 cepas de HiNT aisladas de muestras de esputo de pacientes con 

EPOC que acudieron al INER. Las cepas fueron aisladas durante algún episodio de 

exacerbación. Se incluyeron además 2 cepas de HiNT como testigos de la capacidad 

de formación de biopelícula: cepa HiNT 2019 y su mutante isogénica siaB- (Donadas 

por el Dr. Edward Swords,  Universidad de Wake Forest, Carolina del Norte, EUA) 

[Swords et al.,2004]. Las cepas de HiNT se conservaron a -70 °C en caldo BHI-leche 

descremada-glicerol suplementado con 3.5% de Fildes. Para verificar la pureza y la 

viabilidad de las cepas, pequeñas alícuotas de éstas se descongelaron directamente 

sobre placas de gelosa BHI suplementada con 3.5% de Fildes, se incubaron durante 

24 hrs a 37°C en microaerofilia. Enseguida se realizaron los estudios de tipificación 

capsular a nivel fenotípico y genotípico, según los métodos estándares [Falla  et al 1994; La 

Claire et al 2003; Stralin et al. 2005]. 

 

4.2 Tipificación capsular mediante serología. 

Se empleó la técnica de serología por aglutinación en placa (SAP) con antisuero 

polivalente hacia los componentes capsulares a, b, c, d, e y f  (Difco, Laboratories) 

en primera instancia para verificar el fenotipo No tipificable y en segunda instancia 

con el antisuero anti cápsula b (Difco, Laboratories) para descartar el fenotipo b -. 

Brevemente, se prepararon suspensiones de las bacterias en solución salina estéril 

(SSE) al 0.85%, aproximadamente al 0.5 del Nefelómetro de Mcfarland, enseguida 

se colocaron en forma adyacente 2 alícuotas de 25 µL de cada suspensión en un 

portaobjetos marcado previamente con el numero de la cepa, posteriormente se 

agregaron 10 µL del  antisuero apropiado a la primera alícuota y 10 µL de SSE a la 
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segunda alícuota, se homogeneizaron con un aplicador de madera y se agitaron con 

movimientos rotatorios durante un minuto. La ausencia de aglutinación con el 

antisuero polivalente y/o con el antisuero tipo especifico, así como ausencia de 

aglutinación en los testigos con SSE, confirmó el fenotipo No tipificable en las cepas 

de H. influenzae. 

 

4.3 Genotipificación capsular  

Se realizó la extracción de ADN bacteriano según el método de Isotiocianato de 

Guanidina descrito por Boom et al [Boom et al 1990]. Enseguida se hizo la cuantificación del 

ADN purificado mediante el método fluorométrico. El fenotipo No tipificable de las 

cepas de este estudio se confirmó mediante el ensayos de PCR para la detección de 

segmentos de los genes que codifican para proteínas involucradas en la exportación 

y biosíntesis de los polisacáridos capsulares (Cuadro 5), según los métodos descritos 

previamente [Falla  et al 1994; La Claire et al 2003]. En breve, se prepararon alícuotas de 25 µl de la 

mezcla de reacción conteniendo TRIS HCl 20 mM, pH 8.4, KCl 50 mM, MgCl2 2.5 mM  

del juego de oligonucleótidos apropiado 0.9µM, de cada uno de los dNTP´s 0.2 mM,  

~50 ng de ADN molde y  Taq ADN polimerasa 0.5 UI. La reacción de amplificación 

consistió de un paso de desnaturalización a 94°C durante 10 min., seguido de 35 

ciclos de desnaturalización (30 seg a 94°C), alineación de los iniciadores (30 seg a  

58°C) y extensión de la cadena (1min 72°C). Finalmente, se realizó un paso de 

extensión prolongada durante 7 min a 72°C. Los productos de amplificación se 

resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Ultrapure,Gibco BRL, 

Life Tecnologies, Inc.), teñidos con bromuro de etidio. 

 



4.  Materiales y Métodos 

23 

TATIANA SUSANA SANTANDER ZARCO.                        2011 

4.4 Pruebas de identidad a nivel de especie de H. influenzae 

Se realizó la detección de segmentos génicos conservados de H. influenzae, del 

rADN, 16S y de la proteína de membrana externa (OMP) 6, empleando los 

iniciadores (Cuadro 5) y  el método descritos por  Stralin [Stralin et al., 2005]. La amplificación 

se realizó en 25 µl de mezcla de reacción conteniendo Tris HCl 20mM, pH 8.4, KCl 

50mM, MgCl2 1.5 mM , de cada uno de los oligonucleótidos 0.5µM, de cada uno de 

los dNTP´s 0.2mM, ~50 ng de ADN molde y Taq ADN polimerasa 0.5 UI. La 

amplificación se inició con un ciclo de desnaturalización de 10 min a 94°C, seguida 

por 35 ciclos de desnaturalización (30 seg a 94°C), alineación de los iniciadores (30 

seg a  58°C) y extensión de la cadena (1min a 72°C). Al final se realizó un paso de 

extensión prolongada durante 7 min a 72°C. Los productos de amplificación se 

resolvieron mediante electroforesis en gel de agarosa al 2% (Ultrapure,Gibco BRL, 

Life Tecnologies, Inc.), teñidos con bromuro de etidio. 
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*Falla et al (1994). PCR For Capsular tiping of Haemophilus influenzae. 

*Falla et al (1994). PCR For Capsular tiping of Haemophilus influenzae. 
 J. Clin. Microbiol., 32:2382-2383 

 

4.5 Ensayos de Formación de Biopelículas 

Se evaluó la capacidad de formación de biopelículas in vitro de las cepas de HiNT, 

partiendo del modelo propuesto por Murphy y Kirkham [Murphy y Kirkham; 2002] con algunas 

modificaciones, según se indica en la Figura 2. 

 

 

  

Nombre 
del 

Iniciador 
Secuencia (5´a 3´)* Blanco 

Tamaño del 
amplicon (pb) 

a1 CTACTCATTGCAGCATTTGC 
 Cap a 250 

a2 GAATATGACCTGATCTTCTG 

b1 GCGAAAGTGAACTCTTATCTCTC 
Cap b 480 

b2 GCTTACGCTTCTATCTCGGTGAA 

c1 TCTGTGTAGATGATGGTTCA 
Cap c 250 

c2 CAGAGGCAAGCTATTAGTGA 

d1 TGATGACCGATACAACCTGT 
Cap d 150 

d2 TCCACTCTTCAAACCATTCT 

e1 GGTAACGAATGTAGTGGTAG 
Cap e 1,350 

e2 GCTTTACTGTATAAGTCTAG 

f1 GCTACTATCAAGTCCAAATC 
Cap f 450 

f2 CGCAATTATGGAAGAAAGCT 

HI-1 CGTTTCTATGATGTTGATCCAGAC 
bexA 343 

HI-2 TGTCCATGTCTTCAAAATGATG 

Hi-P6-F TTGGCGGWTACTGTTGCT 
Gen de OMP 6  

Hi-P6-R TGCAGGTTTTTCTTCACCGT 

Hi-16S-F TCCTAAGAAGAGCTCAGAGAT
 
 

rDNA 16S 206 Hi-16S-R TGATCCAACCGCAGGTTCC 

Cuadro 5. Iniciadores empleados para la caracterización genotípica de las 
cepas de HiNT  
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Figura 2. Ensayo para determinación de capacidad de formación de 

biopelículas 

  

MEDICIÓN DE LAS DENSIDADES ÓPTICAS 

DE LOS POZOS. 

TINCIÓN CON CRISTAL VIOLETA 

(1%) DURANTE 15 MINUTOS 

SOLUBILIZACIÓN DEL COLORANTE 

RETENIDO CON 800 L DE ETANOL AL 95%. 

SIEMBRA DE ALÍCUOTAS DE 25 µL DE LA 
DILUCIÓN 1:20000 EN PLACAS DE 6 CM DE 
DIÁMETRO CON GELOSA BHI-FILDES 3.5%,. 
ESTRIADO MASIVO E INCUBACIÓN A 37°C 
DURANTE 24 H EN MICROAEROFILIA.  

CONTEO DE COLONIAS POR PLACA Y 

CÁLCULO DE CARGA BACTERIANA. 

CEPAS AISLADAS 

 

CRECIMIENTO EN GELOSA BHI SUPLEMENTADO CON 3.5 % DE 

FILDES. INCUBACIÓN A 37°C /24HRS EN MICROAEROFILIA 

RESIEMBRA  EN TUBOS CON 2.5 ML DE CALDO BHI 

SUPLEMENTADO CON 

2% DE FILDES. INCUBACIÓN DURANTE 20 HRS/37° 

RESIEMBRA EN MICROPLACAS DE 48 
POZOS (800 UL/POZO) POR 

CUADRUPLICADO. INCUBACIÓN DURANTE 
48 HRS /37°C. 

2 LAVADOS CON H2O  

AJUSTE  DE LA SUSPENSIÓN BACTERIANA A UNA TURBIDEZ DE 1.5.  
DILUCIÓN 1:800 DE LA SUSPÉNSIÓN AJUSTADA EN CALDO BHI-FILDES 2%. 

 RECUENTO DE UNIDADES FORMADORAS 
DE COLONIAS (UFC)/ML 

DILUCIONES SERIADAS EN CALDO BHI-
FILDES 2%, DE  1:8000 A 1:20000.  
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Las bacterias se crecieron en placas de 10 cm. de diámetro con gelosa BHI 

suplementada con 3.5% de Fildes (BHI-Fildes 3.5 %), durante 24 hrs a 37°C en 

microaerofilia. Enseguida las cepas se resembraron individualmente en 2.5 mL de 

caldo BHI suplementado con 2% de Fildes (BHI-Fildes 2%), tomando un inóculo 

abundante del crecimiento en gelosa con un asa de 2 mm de diámetro. 

Los tubos inoculados y debidamente etiquetados se colocaron en una incubadora 

con agitación orbital durante 20 hrs a 37°C; se incluyó un tubo con caldo sin inocular 

como testigo negativo. Transcurrida la incubación, se inspeccionaron los tubos 

ajustando la turbidez a un valor de 1.5 en la escala de Mcfarland. Enseguida se 

tomaron alícuotas de 5 L de cada suspensión bacteriana; se diluyeron en 4 mL de 

caldo BHI-Fildes 2% (dilución 1:800), posteriormente se depositaron 800 µL/pozo por 

cuadriplicado de esta suspensión en microplacas de 48 pozos c/ tapa ((Costar, 

Corning Inc., New York)), se incluyeron 8 replicas de caldo BHI-Fildes 2% sin 

inocular como testigos negativo. Las orillas de las microplacas se sellaron con 

parafilm y se incubaron durante 48 hrs a 37°C.  

Una vez concluida la incubación, las microplacas se observaron al microscopio 

invertido empleando el objetivo 10X, para confirmar la presencia de material 

sedimentado en los pozos inoculados y su ausencia en los pozos testigo, así mismo 

para detectar posible crecimiento microbiano contaminante (éste generalmente se 

observo por una turbidez uniforme después de incubar toda la noche; HiNT crece 

muy lento).  

Se procedió a retirar el sobrenadante de cada pozo mediante aspiración con vacío, 

inmediatamente se añadieron 800 µL/pozo de Cristal Violeta (CV) al 1% en agua 
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(p/v) y se dejó a temperatura ambiente durante 15 minutos. El exceso de colorante 

se removió de las microplacas mediante aspiración con vacío, e inmediatamente se 

realizaron 2 lavados con 850 µL/pozo de agua desionizada, finalmente se dejó secar 

al aire en posición invertida sobre papel absorbente.  

Posteriormente, el colorante retenido en la microplaca se solubilizó con 800 µL/pozo 

de etanol al 95% y se procedió a tomar la lectura de densidad óptica de cada pozo a 

longitud de onda de 570 nm (DO570), empleando etanol al 95% como blanco de 

calibración. Con estos datos se obtuvieron los promedios de DO570 de los 

cuadriplicados de cada cepa y se contrastaron con los valores de corte obtenidos con 

el promedio de DO570 de los testigos [Stepanovic et al. 2000],
 como sigue: 

Valor de corte (VC) 1= Promedio de DO570 de los testigos + 3 DE 

VC2 = VC1 x 2 

VC3 = VC1 x 4 

Según los valores de corte, las cepas se separaron en 4 categorías, a saber:  

No formadora de Biopelícula:                   DO570  VC1 

Baja formación de biopelícula:   VC1 < DO570  VC2 

Moderada formación de biopelícula:  VC2 < DO570  VC3 

Alta formación de biopelícula:     DO570 > VC3 

 

4.1 Determinación de susceptibilidad a los antimicrobianos. Método de 

Kirby-Bauer. 

Se tomaron 4 - 5 colonias de un cultivo puro de 24 hrs de cada cepa de HiNT a partir 

de gelosa chocolate (cultivo), éstas se depositaron en tubos estériles con 3.5 mL de 
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solución salina al 0.45%, se agitaron en vortex para suspender totalmente las 

colonias, ajustando la turbidez a 1 del nefelómetro de McFarland para cada tubo. 

Una vez ajustada la turbidez, se impregnó un hisopo de algodón no tóxico y estéril en 

la suspensión bacteriana a ensayar, se rotó varias veces ejerciendo una presión 

firme sobre las paredes internas del tubo para quitar el exceso de líquido. Enseguida 

el inóculo se depositó sobre la superficie seca de una placa de gelosa HTM 

suplementado con NAD (nicotinamida adenina dinucleótido) y Hemina, extendiéndolo 

uniformemente sobre toda la superficie con ayuda del mismo hisopo, se dejó secar el 

inóculo entre 3 y 5 minutos antes de que se colocaran los discos con los antibióticos 

de prueba con ayuda de una pinza presionando con suavidad los discos sobre el 

agar para permitir un contacto uniforme. Los discos se distribuyeron de modo tal que 

estuvieran separados por no menos de 4 cm entre uno y otro. Las placas inoculadas 

se incubaron durante 18 - 24 hrs a 35°C en atmósfera 5% de CO2. Posteriormente se 

midió con Vernier, el diámetro de inhibición para cada antimicrobiano para clasificarlo 

como susceptible, intermedio o resistente de acuerdo a los valores que se indican en 

el Cuadro 6 

Cuadro 6 Valores de interpretación estándar diámetro (mm) CLSI* 

Antibióticos: Contenido 
Disk 

S** I** R** 

Ampicilina (AM) 10/10µg ≥20 - ≤19 
Amoxicilina (AMC) 20/10µg ≥20 - ≤19 
Ciprofloxacina (CIP) 5 µg ≥21 - - 
Ceftriaxona (CRO) 30 µg ≥26 - - 
Claritromicina (CLR) 15 µg ≥13 11-12 ≤10 
Gatifloxacina (GAT); 5 µg ≥18 - - 
Levofloxacina (LUX) 5 µg ≥17 - - 
Ofloxacina (OFX) 5 µg ≥16 - - 
Trimetroprim/Sulfametazol (STX) 1.25/23.75 µg ≥16 11-15 ≤10 
*CLSI (2010) Performance standards for antimicrobial susceptibility testing; Twentieth informational 
supplement. CLSI document M100-S20. Pennsylvania, USA. Clinical and Laboratory Standards Institute.  
**Sensible (S) ., Intermedio (I)., Resistente (R) 
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5. RESULTADOS 

 

5.1 Caracterización fenotípica y genotípica 

Todas las cepas incluidas en el estudio, evidenciaron ser HiNT mediante la prueba 

de tamizaje de SAP, con los sueros mono y polivalentes, obteniendo resultados 

negativos en estos ensayos. En adición los datos de PCR confirmaron la ausencia 

del gen bex A y de los loci cápsula-específicos, por ende nos confirmo la identidad 

fenotípica de cepas de HiNT. 

Adicionalmente, se obtuvo amplificación positiva de los fragmentos de las secuencias 

específicas del rDNA 16S y del gen OMP 6 de H. influenzae en todas las cepas 

analizadas, confirmando a nivel de especie.  

 

5.2 Capacidad de formación de biopelículas 

Se optimizó el modelo in vitro para la determinación de biopelículas a partir de la 

metodología propuesta por Murphy y Kirkham 2002, empleando un formato de 

microplaca de 48 pozos. Además de realizar ensayos a diferentes tiempos con el fin 

de establecer el tiempo idóneo en el que las cepas de HiNT presentaran 

reproducibilidad de los datos de ensayos de formación de bifilm. Permitiéndonos 

determinar 48hrs como el tiempo idóneo para la toma de lecturas de DO. Con esta 

información sobre la estandarización de la metodología, se procedió a la realización 

de los ensayos posteriores (Figura 3) 
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Figura 3. Determinación de formación de biopelícula en función del tiempo de 
incubación. 
  
Se muestran los valores promedio de 4 replicas. Se observan valores de DO bajos hasta las 24 hrs 
que no permiten discriminar adecuadamente la capacidad de formación de biopelícula. A partir de las 
48 hrs, la DO mostró un incremento sustancial que permitió discriminar a las cepas con capacidad 
para formar biopelícula de aquellas que no lo forman.  
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Mediante estos ensayos, nos fue posible discriminar entre las cuatro categorías de 

capacidad de el formación de biopelícula de las cepas del estudio, tanto a nivel 

macroscópico como microscópico (Figura 4).  

 

         A        B 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los biopelículas mostraron apariencia microscópica de redes homogéneas, las 

cuales se extendieron sobre toda la superficie de los pozos, cuyas diferencias entre 

sí variaron de acuerdo  con el grado de compactación de dichas redes, es decir  en la 

densidad por unidad de área, de acuerdo con las cuatro categorías de formación de 

biopelícula según las lecturas de DO. La observación detallada al microscopio 

permitió notar la existencia de diferentes disposiciones estructurales de las redes que 

  

ALTA  

MODERADA 

BAJA  

NULA 

TESTIGOS 
  

Figura 4. Aspectos morfológicos de biopelículas formados por HiNT in vitro 
 
(A) A las 48 hrs se observa la presencia de material adherente en el fondo de los micropozos, en 
diferentes magnitudes, reflejando la variabilidad en la capacidad de formación de biopelículas. 
(B) A nivel microscópico (100X), se observan estructuras reticulares con diferentes grados de 
compactación correspondientes a las categorías nula (a), baja (b), moderada (c) y alta (d). 
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presentan las cepas de HiNT, por ejemplo, alternancia de zonas con redes 

compactas y zonas con redes laxas Figuras 5 y 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

  

 

C D 

A B 

Figura 5. Fotografías de los micropozos según observación al microscopio. 
Cultivo justo antes de tinción con Cristal Violeta. (A) Pozo testigo: ningún crecimiento bacteriano (B) 
Observación de  estructuras reticulares con diferentes grados de compactación. (C) y (D) Se observan 
estructuras reticulares con diferentes grados de compactación a nivel microscópico (100X).  
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Figura 6.  Aspectos morfológicos de biopelículas in vitro en tinción  
(CV al 1%) 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

A 

D C 

B 

Fotografías de los micropozos según observación al microscopio. Inmediatamente después de 
lavarse y teñirse con CV al 1%. A, B, C, D Estructura y compactación de material adherente con 
diferente compactación (100X). 
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En cuanto a capacidad de formación de biopelícula, se observó una distribución 

heterogénea entre las cepas de HiNT de casos de EPOC. No obstante, el 68% de las 

cepas mostró capacidad de formación de biofim moderada o alta, mientras que solo 

4 cepas (10%) fueron incapaces de formar biopelículas (Figura 7). 

 

 

Figura  7. Categorización de la capacidad de producción de biopelícula en 
cepas de HiNT 
 
Los valores de corte para cada categoría, según las lecturas de densidad óptica (DO), fueron: 

Nula formación de biopelícula:        DO570 ≤ 0.431 
Baja formación de biopelícula:   0.431 < DO570 ≤ 0.831 
Moderada formación de biopelícula:   0.831 < DO570 ≤ 1.761 
Alta formación de biopelícula:    DO570 > 1.761 

 

Los valores de DO obtenidos  de las cepas control HiNT 2019 y su mutante isogenica 

2019 siaB se ubicaron en la categoría correspondiente a formación moderada de 

biopelícula. En ensayos con diferentes cargas bacterianas (diluciones), la cepa 

mutante 2019 siaB- mostró un valor promedio de DO de 0.723 y la cepa HiNT 2019 

un valor promedio de DO de 0.900. (Figura 8) 
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Cepa de HiNT 2019         Mutante 2019 siaB- 

Figura 8 Capacidad de formación de biopelícula entre las cepas HiNT 2019 y su 
mutante isogenica 2019 siaB- a diferentes diluciones 
  

La comparación de los promedios de lecturas de DO entre las cepas HiNT 2019 y siaB
-
, a diferentes 

diluciones nos deja ver, que a pesar de que estas se ubicaron en la categoría de capacidad moderada 
de formación de biopelícula, si existe una diferencia con respecto a la capacidad de formación de 
biopelícula entre estas. 

 

5.3 Susceptibilidad a los antimicrobianos 

De los agentes antimicrobianos que se probaron contra las cepas de este estudio, los 

β-lactámicos y las quinolonas mostraron mayor actividad antimicrobiana (Figura 5). El 

57.1% de las cepas presentaron sensibilidad a todos los antibióticos. Se observaron 

proporciones similares de resistencia y sensibilidad antimicrobiana (43% vs 57%) 

para sulfametoxazol. 

Las cepas de HiNT pertenecientes a la categoría de capacidad de formación de 

biopelícula alta-moderada presentan con alto porcentaje de susceptibilidad (69.4%) a 
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todos los antibióticos probados (Figura 9). La evaluación de los perfiles de 

susceptibilidad de las 29 cepas de HiNT que conformaron la categoría de capacidad 

de formación de biopelícula alta-moderada, reveló que 13 cepas de HiNT (44.82%), 

mostraron sensibilidad antimicrobiana a todos los antibióticos probados. La prueba 

de 2 no mostró diferencias significativas entre resistencia y producción de 

biopelícula. 

 

 
 
Figura 9. Frecuencias de sensibilidad / resistencia a los antimicrobianos en 
relación con la capacidad de formación de biopelícula 
 
Antibióticos: Levofloxacina (LUX); Gatifloxacina (GAT); Ofloxacina (OFX); Ciprofloxacina (CIP); 
Ceftriaxona (CRO); Trimetroprim/Sulfametazol (STX); Claritromicina (CLR); Ampicilina (AM); 
Amoxicilina (AMC) 
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Siete (87.5%) de las ocho cepas pertenecientes a la categoría de capacidad de 

formación de biopelícula alta, mostraron susceptibilidad a los 9 antibióticos probados. 

En contraste, las cepas pertenecientes a las categorías de formación de biopelícula 

moderada y baja mostraron frecuencias de susceptibilidad de entre el 20% y el 22%, 

respectivamente. De las cepas pertenecientes a la categoría de formación de 

biopelícula nula, el 25% fue susceptible a los antimicrobianos de prueba. (Cuadro 6) 

 

Cuadro 7.Relación entre el perfil de Susceptibilidad Antimicrobiana y la 
capacidad de formación de Biopelícula  

 

A/M, Alta-moderada; B/N, Baja-nula. 
a
 Al menos a uno de los antibióticos probados. 

b
 A todos los antibióticos probados. 

* P > 0.05, contrastado contra el grupo de cepas sensibles.  

  

 

Perfil de 
Susceptibilidad  

No. de cepas 
(%) 

Formación de 
Biopelícula 

Valor de P 

A/M 
No. 

B/N 
No. 

RESISTENCIAa 
4 o más antib. 
3  antib. 
2 antib. 
1 antib. 

26 (61.9) 16 10 NS* 
  2 (  4.8) 2 - NS* 
  5 (11.9) 4 1 NS* 
11 (26.2) 5 6 NS* 
  8 (19.0) 5 3 NS* 

SENSIBILIDADb 16 (38.1) 13 3  
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6. DISCUSION  

Además de ser bacterias comensales del conducto nasofaríngeo de humanos, en las 

últimas dos décadas se ha acumulado evidencia suficiente de que las cepas no 

tipificables de Haemophilus influenzae  muestran capacidad patogénica en 

infecciones agudas y crónicas [Swords et al., 2004; Murphy et al., 2005; Buchinsky et al., 2007; Erwin et al., 2007]. 

Actualmente HiNT, se considera un patógeno importante en los casos de EPOC a 

nivel mundial [Falla T. et al., 1993; Hong et al., 2007a; Hong. et al., 2007b; Salcedo y Cid., 2011].  

En este estudio se trabajó con un grupo de cepas de H. influenzae aisladas de casos 

de EPOC y, mediante la caracterización fenotípica y genotípica a nivel capsular, se 

verificó que fueron no capsuladas o no tipificables, lo cual apoya la noción de que 

HiNT juega un papel importante como causa de esta enfermedad. En adición, se ha 

descrito que del 40% al 60% de los episodios de exacerbaciones en casos de EPOC, 

se realacionan con infecciones bacterianas [Butorac-Petanjek et al., 2010] y que HiNT suele estar 

presente, a pesar de que la detección mediante cultivo de esputo resulte negativa y 

de que haya presencia de anticuerpos específicos contra el patógeno [Murphy et al., 2005; 

Murphy et al., 2009; Salcedo y Cid., 2011].  

Las biopelículas formados por diversas bacterias patógenas en modelos animales, 

confieren mayor resistencia contra las defensas del huésped y/ó contra la terapia 

antimicrobiana, cuya repercusión es la persistencia bacteriana [Lewis et al., 2001; Fux et al., 2003; 

Hong et al., 2007b]. El modelo de formación de biopelículas usado en este trabajo se 

fundamentó en la capacidad que muestran las cepas de HiNT para adherirse al 

poliestireno en microplacas de cultivo, tal como se ha descrito anteriormente [Stepanovic et 

al., 2000; Murphy y Kirkham., 2002; Swords et al., 2004]. Nuestros resultados fueron reproducibles y 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Butorac-Petanjek%20B%22%5BAuthor%5D
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confiables debido a que se evitó el uso de fijadores y se hicieron lavados que 

fácilmente removieron el material sedimentado y/o débilmente adherido, tal como lo 

describe Sandal et al., 2007. Es importante notar que, a diferencia de los ensayos 

realizados por Murphy y Kirkham, 2002; Swords et al, 2004; y Stepanovic et al, 2000, 

en este estudio la incubación se llevó a cabo durante 48 h. La razón de lo anterior se 

debió a que empleamos placas con mayor capacidad de volumen por pozo y a que 

este lapso fue el de máxima respuesta según la cinética de formación de 

biopelículas, lo cual concuerda con el ensayo de Sandal et al., 2007, para H. somni, 

un miembro de la familia Pasteurellaceae. 

Según nuestro modelo, alrededor del 90% de las cepas de HiNT analizadas 

mostraron capacidad para formar biopelículas, aunque en magnitudes variables, 

siendo los fenotipos productores alto y moderado los más frecuentes. Lo anterior 

concuerda con las frecuencias observadas por otros autores [Murphy et al 1999; Murphy y  Kirkham., 

2002; Swords et al 2004]. Un ejemplo de ello, son los estudios realizados por Swords et al 

2004, donde mediante ensayos de formación de biopelículas en microplacas de 96 

pozos, observó diferencias significativas (según su intervalo de lecturas de DO540) 

entre las cepas de HiNT aisladas de casos de otitis media y las de bronquitis. Murphy 

y Kirkham, 2002, encontraron gran capacidad diferencial de formación de biopelículas 

entre cepas de HiNT de casos de otitis media y de EPOC. 

La inclusión de las cepas testigo de HiNT 2019 y su mutante isogénica 2019 siaB-, 

[Swords et al., 2003], permitió contar con datos de referencia previamente publicados, lo que 

le da mayor validez a este estudio. En congruencia con los datos publicados por 

Swords (2004), la capacidad de formación de biopelículas entre ambas cepas de 

referencia es diferente. No obstante en nuestro estudio ambas cepas se ubicaron en 
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la categoría de formación moderada de biopelícula, esto puede atribuirse a que 

nosotros empleamos un método de cultivo estático, mientras que Swords et al, 2004, 

emplearon método de cultivo en flujo continuo [Stepanovic et al, 2000; Murphy y  Kirkham., 2002; Swords et al., 

2004; Faleiro-Naves, 2010; Fux et al., 2005b]. 

Actualmente se sugiere que los pili tipo IV; las adhesinas Hap, HMW1 y HMW2, y los 

lipopolisacáridos (LPS) de HiNT juegan un papel clave en la formación del biopelícula 

in vivo [Murphy y Kirkham., 2002; Swords et al., 2004; Fux, et al., 2005a]. Se ha relacionado la presencia de 

residuos de fosforilcolina (PCho) en los LPS superficiales con el fenotipo invasivo de 

las cepas HiNT. Esta característica también se ha relacionado con la formación de 

biopelícula y la resistencia a la remoción de las bacterias en un modelo animal [Marti-

Lliteras et al., 2009]. Lo anterior refuerza el papel de los biopelículas en la colonización del 

epitelio respiratorio y en la patogenicidad de HiNT [Murphy y  Kirkham., 2002; Pang et al, 2008; Hong et al, 

2007b., Marti Literas et al, 2009].  

Otros autores señalan que la supervivencia intracelular de HiNT en las células 

epiteliales infectadas in vitro, parece ser independiente de la presencia de PCho en 

los LPS [Salcedo. et al 2011; Morey P.et al 2011]. Recientemente, Johnson et al., 2011, muestran 

evidencias de que anticuerpos dirigidos contra la proteína D de HiNT, reducen la 

decoración de los LPS con residuos de PCho en los biopelículas formados in vitro. 

Se puede especular que tales residuos podrían funcionar como “señales” para la 

agregación bacteriana y la maduración de los biopelículas formados in vivo, 

independientemente de su función en la invasividad [Jhonson et al 2011]. 

Se ha observado por microscopía, que los biopelículas formados in vitro por diversas 

bacterias, muestran un gradiente decreciente de susceptibilidad a los antibióticos (de 

las capas superficiales hacia las profundas), que correlaciona con la actividad 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Morey%20P%22%5BAuthor%5D
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metabólica diferencial dentro del biopelícula. Esto es, a las células embebidas en las 

capas profundas del biopelícula les llegan cantidades mínimas del antibiótico, que en 

concierto con la reducida actividad metabólica, induce tolerancia [Fux et al, 2005a].  

Se sabe además que algunas bacterias patógenas exhiben plasticidad genética en 

respuesta a los cambios ambientales, que aunado a índices altos de transferencia 

horizontal de genes dentro de los biopelículas, resultan en una gran variabilidad 

genética (y por ende, fenotípica) intraespecie [Fux et al., 2005b]. En este contexto, la 

variabilidad genotípica y fenotípica de las cepas de HiNT ha sido ampliamente 

documentada [Gómez de León et al., 2000; Erwin et al., 2005; Buchinsky et al., 2007].  

No obstante que no se encontró asociación directa entre la capacidad  productora de 

biopelícula y el perfil de resistencia antimicrobiano probado, no podemos decir que 

no existe como tal dicha asociación; esto debido a que se ha descrito que los 

pacientes con EPOC tratados con los antibióticos de eficacia probada in vitro, 

frecuentemente presentan pobre eficacia clínica [Pang et al., 2008; Kaji et al., 2008; Fuch., 2001; Martí-Lliteras 

et al., 2009; Butorac-Petanjek et al., 2010].  

En el caso de los biopelículas maduros, éstos muestran una estructura tridimensional 

compleja que involucra diversos microambientes que difieren en términos de 

osmolaridad, aporte de nutrientes y densidad celular [Fux et al., 2005a]. Haciendo una 

extrapolación con los biopelículas formados in vivo, particularmente en infecciones crónicas 

como la EPOC, la presencia de tales microambientes podría explicar la dificultad 

para erradicar a los patógenos mediante el uso de antimicrobianos. Por ello, se debe 

considerar que dentro de los biopelículas existe una gran heterogeneidad fenotípica, 

que pudiera no correlacionar con el perfil de susceptibilidad a los antibióticos 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Butorac-Petanjek%20B%22%5BAuthor%5D
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determinado convencionalmente en el laboratorio, de manera que se sugiere que se 

determinen los perfiles de susceptibilidad directamente en los biopelículas formados 

in vitro. Esto refuerza la idea de que no existe un “fenotipo formador de biopelícula” 

único dentro de una biopelícula formada por una sola especie [Fux et al., 2005a]. 

Por otra parte, desde un punto de vista evolutivo y microbiológico, las cepas 

incapaces de formar biopelículas podrían haber desarrollado una ventaja adaptativa 

con la resistencia a los antibióticos como defensa contra la terapia antimicrobiana. En 

contraste, cabe suponer que las cepas con capacidad de formación de biopelículas 

pudieran protegerse mediante la formación de una matriz polimérica, 

independientemente del perfil de susceptibilidad. En este sentido, nuestros 

resultados apuntan hacia una mayor frecuencia de cepas HiNT con capacidad 

moderada-alta para formar biopelículas que exhiben sensibilidad a los 

antimicrobianos. Si bien se conocen los determinantes de virulencia de este 

patógeno oportunista; la evidencia existente apunta que la formación de biopelículas, 

tiene implicaciones en la cronicidad y la severidad de la enfermedad. La participación 

de la  biopelícula en la patogenicidad empieza a reconocerse  

La variabilidad en la capacidad de formación de biopelículas de HiNT observada 

aquí, es congruente con las explicaciones sobre su variabilidad: 

 HiNT usualmente coloniza durante períodos prolongados a su hospedero en el 

estado de portador. Aunque Fusté [Fusté et al., 1995] sugiere pocas probabilidades de 

recombinación, es concebible que el microorganismo tenga oportunidades de 

intercambiar su material por ser naturalmente competente para transformación y 

así acumular mutaciones. 
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 En infecciones persistentes como BC y EPOC, es poco probable que las capas 

gruesas del epitelio mucoso del tracto respiratorio de humanos constituyan un 

medio nutricional adecuado para el crecimiento de H. influenzae. Así, bajo tales 

condiciones, durante su replicación se incrementan las tasas de error inducidas 

por la taq DNA polimerasa, como se ha observado en poblaciones de E. coli bajo 

limitación nutricional [Selander et al., 1995]. 

En México  el 7.8 % de la población mayor de 40 años padece EPOC. El Sector 

Salud la coloca como una carga económica para las instituciones responsables. Ésta 

es la sexta causa de muerte en nuestro país, por su severidad y por ser una 

enfermedad poco conocida y mal diagnosticada [Menezes et al 2005; Fromer y Cooper C., 2008]. La 

decisión de administrar antibióticos en EPOC es multifactorial, la gravedad del 

estadio y el estado funcional del paciente son parámetros que se toman para el uso 

de estos [Eldika y Sethi, 2006; Fromer y Cooper., 2008; Miravitlles et al 2010]. . El abismo entre la información 

existente sobre la causas y el tratamiento de la EPOC, remarca la importancia de 

estudios clínicos/experimentales que contribuyan al desarrollo de tratamientos que 

sean eficaces para estos pacientes [Fromer y Cooper 2008; Miravitlles et al., 2010; Blasi et al., 2010 Salcedo et al., 

2011]. Por ello es deseable la actualización sistemática de la información clínico-

epidemiológica sobre las bacterias locales y regionales que se presentan en 

pacientes con EPOC, así como sobre sus perfiles de susceptibilidad antimicrobiana.   

Se sugiere que el análisis integral de los datos sobre susceptibilidad antimicrobiana y 

sobre la capacidad de formación de biopelículas por cepas de HiNT, se emplee para 

la selección del tratamiento antimicrobiano en pacientes con EPOC. Esta información 

puede ser utilizada para proponer y/o establecer guías terapéuticas con 

antimicrobianos según la situación epidemiológica actual en México.



7.  Conclusiones 

44 

TATIANA SUSANA SANTANDER ZARCO.                        2011 

 

7. CONCLUSIONES  

 

 Los resultados generados en las pruebas de PCR y SAP para las 42 cepas de 

Haemophilus influenzae, confirmaron el fenotipo NT. 

 

 La metodología empleada fue la adecuada para cubrir las respuestas a los 

objetivos planteados en esta Tesis. Las variantes metodológicas integradas aquí, 

se sugieren para uso convencional ya que se obtienen coloraciones adecuadas 

para las lecturas de DO. Además da lugar a un método simple, seguro y 

económico.  

 

 Se evidenció frecuencia elevada de producción de biopelículas (68%) entre las 

42 cepas de HiNT.  

 

 Se observó distribución heterogenea de la magnitud de los biopelículas formados 

por las cepas de HiNT, predominando el fenotipo formador de biopelícula Alto-

Moderado. 

 

 En este estudio no se encontró ninguna correlación directa entre la capacidad de 

formación de biopelículas y el perfil de susceptibilidad a los antimicrobianos. 

 

 Se observó perfil de sensibilidad a los 9 antimicrobianos probados en 57.1% de 

las cepas HiNT de este estudio.

 

 Se observó mayor frecuencia (76%) de cepas de HiNT con capacidad baja-nula 

para formación de biopelículas  entre las cepas que mostraron perfiles de 

resistencia a uno o más antibióticos. 
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ANEXO 
 

MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS   

 

 Extracto de Fildes 

     Cloruro de sodio (NaCl)              1.275 g 
     Pepsina granular        1 g 
     Sangre de carnero desfibrinada          50 mL 
     Ácido clorhídrico concentrado             6 mL 
 
Mezclar la sangre con los demás componentes en matraz de 250 mL. Incubar a 56ºC 

en baño María durante 24 hrs. Ajustar pH 7.2 a 7.4 con NaOH (sol. saturada). 

Envasar en botellas estériles de 100 mL con tapón de hule, guardar a 4ºC y proteger 

de la luz. 

 

 Gelosa BHI-Fildes 

     Base de caldo BHI 27.7 g 
     Agar bacteriológico 6.75 g 
     H2O 723.75 mL 
     Fildes    26.25 mL 
 
Disolver el agar y la base de caldo BHI en H2O. Esterilizar a 15 lb/15 min. Enfriar a 
55°C y agregar los 26.25 mL de fluido de Fildes. Vaciar a placas Petri. 
  

 Caldo BHI-Glicerol-Leche descremada 

     Base de caldo BHI 7.4 g 
     Leche descremada             3.0 g (1.5%) 
     Glicerol               30 mL (15%) 
     H2O   170 mL 
 
Disolver la leche descremada calentada a mechero, agregar el glicerol y la Base de 

caldo BHI. Homogeneizar la mezcla y distribuir en tubos de propileno (2 mL con tapa) 

1.5 mL. Esterilizar a 15 lb/15 min. Enfriar a Temp. Ambiente y agregar una gota (≈ 50 

L) de fluido de Fildes. Conservar a –70ºC hasta su uso. 
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 Caldo BHI-Fildes  (2% o 3%) 

    Base de caldo BHI 37.0 g 
    H2O 980 mL (2%) /  970 mL (3%)   
    Fildes    20 mL (2%) / 30 mL (3%) 
 

Disolver la base de caldo BHI en H2O. Esterilizar a 15 lb/15 min. Enfriar a 55°C y 
agregar el fluido de Fildes. Filtrar asépticamente a través de membrana de 0.2 µm de 
tamaño de poro. 
 

 Gelosa HTM 

Agar Mueller hinton BBL 21g/L  50 mg 
Hematina SIGMA 15µg/mL    30 mL  
NAD SIGMA15µg/mL   50mg 
Extracto de Levadura BBL 5mg/mL     5g 
NaOH         100 mL(0.01 mol/L) 
Agua destilada        10mL 
 

Se suspendieron 25gr del polvo en 1 litro de agua destilada, se homogenizó y agregó 

2 gr de agar, se calentó hasta disolver el medio y se envaso en placas de petri. 

 

REACTIVOS DE USO GENERAL 

 

Soluciones: 

 Tris-Base 1M 
Tris-Base 
H2O 

2.11 g 
100 ml 

 
Esterilizar a 121ºC/15 min. 
 

 EDTA 0.5M 

EDTA 
H2O 

18.5 g 
75 ml 

 
Ajustar a pH 8.0 con lentejas de NaOH. Aforar a 100 mL y esterilizar a 
121ºC/15 min. 

   



 

55 

TATIANA SUSANA SANTANDER ZARCO.                        2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 Regulador Tris-EDTA (TE) para cosecha de cepas 
Tris-Base 
EDTA 

50 mM  
50 mM 

 
Partiendo de los stocks de EDTA 0.5M y tris base 1M. Aforar a 50 mL 

 Regulador Tris-EDTA (TE) para dilución de ADN 

Tris-Base 
EDTA 

10 mM  
  1 mM 

 
Partiendo de los stocks de EDTA 0.5M y tris base 1M. Aforar a 50 mL 

 Acetato de amonio 7.5 M 

CH3-CO2NH4 

H2O 
29.49 g 
500 mL 

 N-Lauril- sarcosina 10% 

N-Lauril-sarcosina  
H2O 

2.0 g 
20 ml 

 Hidróxido de Sodio (sol. saturada) 

NaOH  
H2O 

35 g 
60 ml 

Calentar a 60ºC y esterilizar a 15 lb/15 min 

 Solución Hoechst (H33258) 1 µl/ml 

Colorante H33258 
H2O 

10 µL  
90 mL 

Guardar a 4ºC protegiendo de la luz 

 Regulador TNE 10X 
Tris-Base   
EDTA 
NaCl 

100 mM 
10 mM 
2 mM 

Disolver en 800 mL de H2O.Ajustar pH a 7.4 con HCl (sol. saturada) y aforar 

a 1 L. Filtrar con poro de 0.45 m y almacenar a 4ºC 
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 Solución stock AND (Calf-Thymus AND 1 mg/ml) 
ADN   
Regulador TE 10X 
H2O 

10 mg 
1 ml 
2 ml 

 

 Solución Estándar de ADN (rango de ensayo de 10-500 mg) 
Stock   ADN 
TNE 10X  
H2O 

100 L  

100 L 

800 L 
Queda una sol. de ADN 100 mg/mL en TNE 1X. 

 Regulador de Ensayo Fluorescente 1X 

Regulador TNE 10X 
Stock H33258  (1mg/mL) 
H2O 

10 mL 

10 L 
90 mL 

 
Preparar en probeta y proteger de la luz. Queda una sol. de H33258 

0.1 g/mL en TNE 1X. 

 Buffer de carga Gel Loading Buffer 
Agorosa 
Tris-HCl 1M pH 8.0 
EDTA 0.5M pH 8.0 
Glicerol Anhídrido 
Azul de Bromofenol 

0.02 g 
0.1 mL 
0.2 mL 
1.0 mL 
1 mg 

 
Aforar a 10 mL con H2O. Esterilizar a 15 lb/30 min. Reposar 2 hrs a 4ºC. 
Pasar varias veces por una aguja calibre 18 estéril y almacenar a 4ºC.  

 Estandar de peso molecular 100pb (1µg/µl) en 10 mM de EDTA, 5% 
de glicerol 

100 pb 1 g/ L 
TE 50mM 
Gel Loading Buffer c/glicerol 10% 
H2O 

5 l 

10 l 

25 l 

10 l 



 

57 

TATIANA SUSANA SANTANDER ZARCO.                        2011 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 Regulador para corrimiento de geles de agarosa, TBE 5X 

Tris-Base TE 50mM 
Ácido Bórico 
EDTA 0.5M 
H2O 

54 g 
27.5 g 
20ml 
60ml 

 Solución Cristal Violeta 1% 

Cristal Violeta 
Etanol al 70% 
H2O desionizada 

5 g 
50mL 
450mL 

Disolver el colorante en el etanol y aforar a 500 con el H20. Reposar toda la 

noche en obscuridad. Filtrar a través de papel filtro convencional. 

 Etanol al 70% 
Etanol Absoluto 
H2O desionizada 

700mL 
300mL 
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