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RESUMEN

Las infecciones respiratorias agudas representan una de las
principales causas de morbilidad y mortalidad de la poblaciéon en general y
de la poblacion infantii a nivel mundial, siendo el principal causante

Haemophilus influenzae (Hi).

Hi es un bacilo Gram negativo inmévil, que no forma esporas, con
requerimiento nutricionales exigentes, crece aerobia y anaerdbicamente. El
crecimiento aerobio requiere la presencia de hemina (factor X) vy
nicotinamida adenina dinucleétida (factor V). El bacilo fue descubierto por
Pfeiffer en 1892 durante una pandemia de influenza. Desde 1930 se conoce
seis serotipos capsulares de la a hasta la f. La capsula representa el mayor
factor de virulencia de esta bacteria y la mayor parte de las infecciones

invasivas serias son causadas por el serotipo capsular b.

Existen también cepas no capsuladas que pueden producir
infecciones en humanos. Actualmente existe una vacuna para prevenir
infecciones causadas por el serotipo b. Hi es un habitante normal de la via
respiratoria superior, produciendo las formas invasivas de infeccion
representadas por los cuadros clinicos de otitis media, meningitis, epiglotitis
entre otras. Los nifios pequefios son mas susceptibles a ser infectados

sobre todo cuando el ambiente familiar existe otra persona portadora.



El método mas confiable para establecer el diagnostico de una
infeccion por Hi es la recuperacion de la bacteria en cultivo. Existen varios
meétodos directos y rapidos que permiten el diagnostico por ejemplo
aglutinacion de latex, coaglutinacion los cuales detectan el antigeno
capsular. Es posible y a veces necesario efectuar ciertas pruebas

bioquimicas para identificar Hi de otras especies de Haemophilus.

OBJETIVOS

Objetivo general

Comparacion de métodos de deteccion de la resistencia a antibidticos de

Haemophilus influenzae.

Objetivos especificos

1. Conocer el método de resistencia a los antibidticos por medio de difusién

con disco (Kirby-Bauer)

2. Conocer el método de resistencia a los antibidticos por medio de la

concentracion minima inhibitoria (CIM).

3. Resaltar el método apropiado para la identificacion de la resistencia a

antibidticos de Haemophilus influenzae



4. Establecer el control de calidad en el método de difusion con disco (Kirby-

Bauer), para Haemophilus influenzae.

INTRODUCCION

Las infecciones respiratorias aguadas (IRAs) son uno de los
problemas de salud mas importante en los paises en desarrollo, donde estas
constituyen una de las primeras cinco causas de mortalidad en nifios
menores de 5 anos y la primera causa de consulta y hospitalizacién en los
servicios de pediatria. A nivel global se estima que en el aino 2000 ocurrieron
casi 4 millones de defunciones por infecciones de las vias respiratorias
inferiores. (Alvis N; De la Hoz F; Vivas D. 2007; Morales S. 2003)

En paises en desarrollo, diversos estudios han demostrados que mas
de la mitad de los casos de neumonia estan producidos por bacterias, entre
las que predominan Streptococcus pneumoniae (30%) y Haemophilus
influenzae tipo b (Hib) (27%), dando lugar a las enfermedades invasivas
como: neumonia, meningitis, sepsis, artritis, peritonitis y enfermedades
locales como: artritis séptica, epiglotitis, celulitis, neumonia y septicemia;
también producen en forma mas frecuente: otitis media, sinusitis vy

conjuntivitis. (Villasefior A; Herrera E; Vazquez P; Arroyo J; Santos J. 1996)

Hib es el principal causante de la meningitis bacteriana endémica de

la poblacién infantil de los paises de América, causando hasta el 30% de los



casos de neumonia con cultivo positivo y entre 20 y 60% de meningitis
bacteriana, con una letalidad cercana de 40%. Se estima que este patégeno
causa la mitad de los casos de neumonia que motivan ingresos en centros

de tercer nivel de atencion. (Alvis N; De la Hoz F; Vivas D. 2007)

El mas patdégeno para el ser humano es Haemophilus influenzae,
seguido de H. parainfluenzae, H. ducreyi y H. aphrophilus. Debido a las
cepas con capsula polisacarida, sobre todo el serogrupo b (Hib). (Campos J.
1998)

Hi es una bacteria cocobacilar Gram negativa inmoviles, que se
encuentra entre las mas pequefas, miden (1.0 a 1.5um) los hacen parecer
casi redondos, de aqui el termino cocobacilos, se han encontrado cepas
capsulares (tipificable) o carecer de ella (no tipificable). (Ryan K; Ray C.
2004) Son anaerobio y aerobio facultativo requieren uno o dos factores de
crecimiento especifico presentes en la sangre. Algunos necesitan el factor X,
que consiste en hem, hematina u otros tretrapirroles. Otros requieren el
factor V, que consiste en dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) o
fosfato de NAD (NADP). (Walker S. 1998)

La virulencia de estos microorganismos en la especie humana
depende de la formacion de capsula; estos microorganismos no producen
ningun tipo de exotoxinas, y no se ha demostrado que su endotoxina tenga
un papel importante en la patogenicidad del germen. Por tanto, los
anticuerpos anticapsulares homologos tienen un papel protector, que no
poseen los anticuerpos antiendotoxicos. (Davis B; Eisen H; Dulbeco R;
Ginserberg H. 1978)

Una variedad de métodos pueden ser utilizados para medir la
susceptibilidad in vitro de los microorganismos patdégenos a antimicrobianos,
el de uso mas comun en los laboratorios de microbiologia es la difusion en
agar estandarizados para microorganismos de crecimiento rapido y de

algunos de crecimiento fastidioso. (Cona E. 2002)



Por otro lado, el aumento de la resistencia de los agentes infecciosos
a los antimicrobianos es una amenaza para la salud publica, e incluso para
la estabilidad y seguridad de las naciones. Se ha reportado aparicion de
resistencia de S. pneumoniae y de H. influenzae a los antibiéticos. (Morales
S. 2003)

Tanto H. influenzae como H. parainfluenzae pueden presentar
resistencia solo a la ampicilina o bien asociada a resistencia multiple a otros
farmacos como el cotrimoxazol, cloramfenicol, tetraciclinas, cefalosporina
que se han extendido ampliamente a varias partes del mundo. (Campos J.
1998)

La incidencia de enfermedad invasiva por esta bacteria ha disminuido
en 98% en los Estados Unidos desde la introduccion de la vacuna conjugada
en los paises industrializados. Asi como en Chile, Espafia y Brasil ha
disminuido un 60% en la incidencia de este microorganismo. (Morales S.
2003; Garcia C; Lozano P; Rivera J; Rocha R; Giono S. 2008)

No obstante, segun la organizacion mundial de la salud (OMS), la
frecuencia de infecciones graves por Hib continua siendo elevado, con no
menos de dos millones de casos anuales. Esto es debido a que la vacuna no
se utiliza en un gran numero de paises subdesarrollados, pero, a su vez,
muy poblados. Se estima que en los paises mas ricos del mundo, que son
los que pueden permitirse la financiacion de la vacuna generalizada, se
evitan unos 4000 casos de enfermedades invasoras anuales. (Campos J.
1998)



ANTECEDENTES

El género Haemophilus comprende un grupo de bacilos Gram
negativos pequefios, inmoviles, que requieren de factores de desarrollo
presentes en la sangre; el nombre del género proviene de dos palabras
griegas que significan “que ama la sangre”. (Koneman E; Allen S; Janda W;
Schreckenberger P; Winn W. 1999)

Los miembros del género son parasitos obligados para el ser humano
y otros vertebrados. Poseen una marcada especificidad por el huésped y
con muy pocas excepciones, cada especie se asocia de manera exclusiva
con un huésped especifico. En el ser humano casi todas las especies de Hi
son miembros de la flora nativa del tracto respiratorio superior. (Wolfgang K;
Willett H; Amos B; Wilfert C. 1994)

Haemophilus influenzae (Hi) fue identificado como patégeno por
Robert Koch en 1883, en un exudado directo coloreado con
Gram de un exudado conjuntival, sin embargo, en general se acredita a
Richard Pfeiffer en 1892, este investigador lo aislé por primera vez a partir
del esputo de los pulmones de pacientes que habian muertos en una
pandemia de influenza, los cual los llamo bacilos de Pfeiffer. (Gonzalez D;
Judais F; Routaboul V; Zaniolo C; Flynn L. 2007) Para 1930 Margaret

Pittman identific6 seis serotipos de la a hasta la f, basados en la



composicion de la capsula polisacarida lo cual los clasificé en capsulados y
no capsulados, Wilson y Miles en 1917 establecieron el género
Haemophulis. (Gatti B; Ramirez G; Etchevarria M; Vescina C; Varea A;
Gonzalez S. 2004; Ryan K; Ray C. 2004)

En 1976, Kilian realizé la diferenciacion de las especies de
Haemophilus, particularmente de H. influenzae. Esta Ultima quedd
inicialmente clasificada en 6 biotipos con base en tres reacciones
bioquimicas: produccién de Indo, actividad de la ureasa y catalasa. Dentro
de su taxonomia se encuentra que es de, Reino Procarionte, Orden
Eubacteriales, Familia Pasteurellaceae, Genero Haemophilus y Especie

Influenzae. (Tamargo |. 2005)

Actualmente, el género Haemophilus se clasifica en la familia
Pasteurellaceae, que también incluye los géneros Pasteurella y
Actinobacillus. ElI género Haemophilus comprende nueve especies
humanas y varias especies que se hallan en cerdos, vacunos, caballos,
conejo, aves de corral y ovino. (ver tabla 1) Las especies humanas de
Haemophilus se asocian con las vias respiratorias altas, con excepcion de
Haemophilus ducreyi que causan una enfermedad de transmision sexual
denominada chancroide. (Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger
P; Winn W. 1999)

Las especies de Haemophilus se encuentran entre las bacterias mas
pequefas. Los extremos incurvados de estos bacilos cortos (1.0 a 1.5 pym)
los hacen pareces casi redondos, de aqui el termino cocobacilos, su pared
celular tiene estructura similar a la de las otras bacterias Gram negativas. Hi
puede tener capsula polisacarida pero otras especies de este género no son
capsulados. (Ryan K; Ray C. 2004)

Son anaerobios y aerobios facultativos requieren uno o dos factores
de crecimiento especificos en la sangre. Algunos necesitan el factor X, que

cosiste en hem, hematina u otros tetrapirroles. Otros requieren el factor V,



que consiste en dinucleétido de nicotinamida y adenina (NAD) o fosfato de
NAD (NADP). (Walker S. 1998)

Tanto el factor X, termostable como del factor V, termolabil estan presentes
en los eritrocitos, incluidos en los gldbulos rojos de carnero empleados en el
agar sangre que habitualmente se emplea en los laboratorios clinicos. La
sangre de carnero también contiene enzimas que hidrolizan lentamente el

factor V.

TABLA 1. Especies humanas y animales del género Haemophilus

Especies humanas Especies animales

H. influenzae H. parasuis (Ganado porcino)

H. parainfluenzae H. paragallinarum (aves de corral)
H. haemolyticus H. paracuniculus (conejo)

H. parahaemolyticus H. haemoglobinophilus (perros)
H. aphrophilus H. felis (gatos)

H. paraphrophilus

H. paraphrohaemolyticus
H. segnis

H. ducreyi

FUENTE: Zinser 1994



En consecuencia los hemofilos dependientes de factor V no suelen
desarrollarse en agar sangre de carnero con eritrocitos intactos, estos
factores fueron identificados por Lowffs en 1937. (Davis B; Eisen H; Dulbeco
R; Ginserberg H. 1978; Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P;
Winn W. 1999)

El ligero calentamiento de la sangre para la elaboracién del agar-
chocolate libera estos compuestos. Asi como otros nutrientes, que permite el
crecimiento de las especies de Haemophilus también requieren
protoporfirinas IX, hierro y cualquier nucle6tido de piridina para el

crecimiento aerobio. (Schaechter M; Medoff G; Eisentein B; Guerra H. 1994)

En los medios de cultivo no se presentan concentraciones optimas de
factores X y, en particular, V, para Haemophilus, a menos que se lisen los
eritrocitos mediante el calor suave (agar-chocolate) o se digieran y anadan
por separado a manera de complemento. Aunque los eritrocitos son las
unicas fuentes adecuadas de hematina, el factor V se encuentra en diversas
fuentes bioldgicas, y lo producen algunas otras bacterias y ciertas levaduras.
Con el cual surge el llamado “fendmeno satélite”, que consiste en que las
bacterias forman colonias en medios de agar-sangre solo cuando estan
cerca de una colonia de Staphylococcus que produce factor V. Las diversas
especies de Haemophilus se definen por sus necesidades de factores X y
V, su dependencia del CO; y otras caracteristicas del cultivo. (Ryan K; Ray
C. 2004; Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

Se identifican mas de 15 especies de Haemophilus y se sabe que
cerca de 10 de ellas ocasionan enfermedades en los humanos.

Haemophilus influenzae es el patégeno humano mas importante, en tanto



que Haemophilus aegyptitus, Haemophilus ducreyi y Haemophilus
parainfluenzae también son causas importantes de enfermedades en
humanos. (Walker S. 1998)

Hi es una bacteria Gram negativa que coloniza normalmente la
nasofaringe humana, aunque también puede causar enfermedades
sistémicas y localizadas. Sus diferentes cepas pueden poseer en su
superficie una capsula o no hacerlo, por lo que se divide en H. inlfuenzae
encapsulada (tipificable) y no encapsulada (no tipificable). (Freitas A;
Merchan-Hamann E. 2006)

Las bacterias encapsuladas se pueden clasificar en seis serotipos
designados con las letras de la a hasta la f; el serotipo b es el mas
importante desde el punto de vista epidemioldgico. (Garcia C; Lozano P;
Rivera J; Rocha R; Giono S. 2008)

La separacion de cepas de Hi en subgrupos o biotipos puede lograrse
por medio de una bateria de pruebas bioquimicas basadas en las
propiedades fenotipicas de los microorganismos (ver tabla 2). Hi es
bioquimicamente heterogéneo y los factores no capsulares, con frecuencias
predecibles por la biovariedad, se asocian con la virulencia. (Wolfgang K;
Willett H; Amos B. 1994)

Recientemente se ha reconocido a Haemiphilus influenzae tipo b (Hib)
como agente etioldgico frecuente de infecciones locales por contiguidad,
tales como otitis media, sinusitis y conjuntivitis, en nifos pequefos. Ademas
en esta ultima década, se ha descrito como agente causal de enfermedades
invasivas tales como neumonia y meningitis en nifios de los paises en
desarrollo. Las cepas con capsula, en especial las de tipo b, causan hasta el
95% de las meningitis bacterianas asi como otras infecciones severas tales
como artritis y neumonia, en nifios entre los 3 meses y los 5 afos de edad
de pises en desarrollo, como México. (Villasefior A; Herrera E; Vazquez P;
Arroyo J; Santos J. 1996)



TABLA 2. Propiedades bioquimicas del Haemophilus influenzae

Biovariedad Indol Ureasa Ornitina Catalasa Oxidasa

descarboxilas

a
| + + + + +
Il + + - + +
1l - + - + +
A\ - + + + +
V + - + + +
VI - - + + +

FUENTE: Zinser 1994



CAPITULO |

1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE Haemophilus inlfuenzae

Los Hib clasificados asi por la capsula han ido adquiriendo
importancia clinica a medida que ha ido transcurriendo el tiempo y su
conocimiento ha ido aumentando; llegandose a determinar que son un
verdadero problema de salud publica ya que ademas de producir infecciones
superficiales no graves, son causa de infecciones invasivas que llevan a la
muerte o enfermedades graves que deja severas secuelas constituyéndose

en verdaderos problemas de diagnédstico y terapéutica. (Valenzuela R. 1999)

1.1.1 Clasificacioén

1.2 Morfologia

1.2.1 Macroscopica

El agar-chocolate es el medio mas utilizado para el aislamiento de
especies de Hi. Para su preparacion se afade sangre a la base de agar y se
calienta a 80° C hasta que tome un color marrén. El calor libera los factores
X'y V de las células sanguineas y también inactiva las enzimas para el factor
V, pero deben evitarse un calentamiento prolongado por que el factor V es
termolabil. (Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)



El maximo desarrollo se alcanza a 37° C conun pHde 7.4 a 7.8 en
condiciones aerobicas; para su aislamiento primario se recomienda una
incubacién en presencia de dioxido de carbono al 10% por que tiene un
efecto incrementador; en general las colonias son pequefias y similares a
gotas de rocio y tienen una apariencia aspera o rugosa. Esta colonia por lo
general tienen un diametro de 0.5 a 1.5 mm. El Hib aislado de enfermedades
invasivas producen colonia mucoides y brillantes. (Davis B; Eisen H;
Dulbecco R; Ginserberg H. 1978, Brooks G; Butel J; Morse S. 2005)

Los medios de agar enriquecido de Levinthal y Fildes también son
utiles para el cultivo de muestras clinicas y los medios de agar sangre
comunes permiten la proliferacion de Hi solo cuando la placa de agar se
inocula de manera cruzada con un Staphylococcus aures u otro

microorganismo que libera el factor V. (Walker S.1998)

El agar sangre de Casman, con la aplicacién de un disco con 10 ym
de bacitracina en el area de inoculacion mas abundante, constituye un
meétodo util para el aislamiento selectivo de especies de Hi y pueden
reconocerse debido al crecimiento alrededor del disco de bacitracina en este
medio y ademas se puede detectar las propiedades hemoliticas del H.
haemolyliticus se agregara nicotinamida y almidén de maiz para incrementar
el crecimiento de las especies de Haemophilus y se agregara sangre para

proporcionar el factor X y detectar hemolisis.

La proliferacion en cualquier agar semisolido es evidentes entre los 18
y 24 horas después de la inoculacion pero los cultivos de Hi son dificil de
mantener en el laboratorio por su tendencia a la autolisis, para mantener en
forma a apropiada a los microorganismo virulentos se requieren
transferencias frecuentes en medio de agar-chocolate u otros enriquecidos.
(Wolfgang K; Willett H; Amos B, 1994)



1.2.2 Microscépica

El género Haemophilus comprende un grupo de bacilos Gram
negativos pequefos y pleomoérficos. En el liquido cefalorraquideo (LCR), el
liquido articular o los cultivos primarios de estos materiales en un medio
enriquecido, los microorganismos predominantes son cocobacilos uniformes
de 0.2 a 0.3 por 0.5 a 0.8 mm puede haber capsulas retractiles débiles,
demostrables por la reaccion de Quellung (reaccion de hinchazén) con
anticuerpos especificos para el tipo, el Hi es Gram negativo pero puede
variar en su coloracion a menos que su procedimiento de tincién se realice
con mucho cuidado.( ver figura 1) Los microorganismos no encapsulados
que se encuentran en el esputo o de las aspiraciones del oido son mas
alargadas que los microorganismos encapsulados y pueden presentar una
coloracién bipolar con la tincion de Gram, lo que puede producir confusion.
(Davis B; Eisen H; Dulbecco R; Ginserberg H. 1978; Brooks G; Butel J;
Morse S. 2005)



FIGURA 1. Haemophilus influenzae

FUENTE: Zinser 1994



1.3 Fisiologia

Todas las especies de Hi requieren uno o los dos factores de
crecimiento presentes en la sangre denominados X y V. (ver tabla 3) El

factor X es la hematina y el factor V es el NAD o un compuesto similar.

El factor X no es una sola sustancia sino mas bien un grupo de
compuestos tetrapirroles termostables que son proporcionados por
pigmentos que contienen hierro; por lo general son hemina y la hematina.
Los microorganismo que dependen de este factor para su crecimiento son
incapaces de sintetizar protoporfirinas a partir de acido &-aminolevulinico.
(Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994; Koneman E; Allen S; Janda M;
Schreckenberger P; Winn W. 1999)

Al parecer las especies hemina-dependientes carecen de todas las
enzimas para la sintesis del tetrapirrol con excepcion de la ferroquelatasa o
hemo-sintetasa, que estan presentes en la forma variable y que cataliza la

insercion final de Fe™ o Fe* en el anillo de protoporfirina.

El factor termolabil V es un dinucledtido de nicotinamida adenina
(NAD) o NAD fosfato (NADP) que funciona como enzimas para las

deshidrogenasa unidas a la piridina. (Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)



TABLA 3. Propiedades diferenciales de las especies de Haemophilus

que colonizan al hombre

Especies Requerimientos Requerimientos Requerimiento
De factor V de factor X de CO,
H. influenzae + + -
H. haemolyticus + + -
H. ducreyi - + -
H. parainfluenzae + - -
H. parahaemolyticus + - -
H. paraphrohaemolyticus + - +
H. aphrophilus - + +
H. paraphrophilus + - +
H. segnis + - -

FUENTE: Zinser 1994

1.3.1 Metabolismo



El Hi es anaerobio pero también un anaerobio facultativo. En un
medio libre de oxigeno utiliza nitrato como aceptor final de electrones, la
unica Quinona producida por Hi es la dimetilmenaquinona (DMK), pero
algunas especies también producen Ubiquinona, mientras que la Ubiquinona
es utilizada en la sintesis del transporte de electrones que conducen solo
aceptores de alta potencia, como el Oxigeno o nitrato la DMK puede ser
utilizada para el transporte de electrones tanto en la aerobiosis como
anaerbiosis. (Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)

1.4 ANTIGENICIDAD DE Haemophilus influenzae




A semejanza de los neumococos, los antigenos de Hi que despiertan
la formacion de anticuerpos protectores son sus carbohidratos capsulares.
Se han descrito seis tipos, cada uno con diferentes antigenos capsular. El Hi
encapsulado se puede tipificar mediante aglutinacién en placa, coagulacién
con estafilococos o aglutinacion de particulas de latex cubiertas con
anticuerpos especificos del tipo. (Davis B; Eisen H; Dulbecco R; Ginserberg
H. 1978; Brooks G; Butel J; Morse S. 2005)

1.4.1 Capsular

El H. influenzae contiene tres clases principales de antigenos de
superficie: el polisacarido capsular, el lipopolisacarido y las proteinas de
membrana externa. Se ha introducido cierto numero de esquema de

tipificacion y subtipificacion basados en la diversidad de estos antigenos.

El principal determinante antigénico del Hi es el polisacarido
capsular. Este polisacarido confiere especificidad de tipo microorganismo y
es la base para el agrupamiento de los microorganismos en seis
serovariedades, denominados de a hasta f. (Wolfgang K; Willett H; Amos B,
1994)

Hay seis tipos de capsula y se denomina con las letras de la a hasta
la f. (ver tabla 4) .Casi todas las enfermedades sistémicas de la nifiez se
debe a microorganismos que expresan capsulas de tipo b, llamados

Haemophilus inlfuezae tipo b (Hib).



TABLA 4. Polisacaridos capsulares del Haemophilus influenzae

Tipo Azucar PO, Acetilo

Glucosa
Ribosa vy ribitol
Galactosa
Hexosa
Hexosamina
Galactosamina

Lo+ o+ 4+
1 1

1
+

-~ DO Q0O T

=+
+

FUENTE: Zinser 1994

La capsula tipo b es la unica que contiene una azucar pentosa, esta

formada por polirribosa y cadena de fosfato de ribitol y se designa



simplemente como PRP (fosfato de polirribosa). (Walker S. 1998; Davis B;
Eisen H; Dulbecco R; Ginserberg H. 1978; Brooks G; Butel J; Morse S. 2005)

1.4.2 Lipooligosacarido

Lo mismo que la membrana externa de las neiserias patogenas, la
membrana exterior de Hi contienen un lipopolisacarido burdo natural (LPS)
llamado lipooligosacarido (LOS). A diferencia de los LPS de los bacilos
entéricos los lipopolisacaridos internos que se encuentran en el LOS de

Haemophilus son muy variables y estan sometidos a variaciones de fases.

El LOS se libera en burbujas de la membrana externa (vacuolas) por
las Hib al multiplicarse y también cuando la bacterias experimenta lisis.
Actuan como un factor siliostatico, dafia el epitelio ciliado y hace que las
células epiteliales se desprendan. Estudios experimentales de meningitis
reportan que el LOS aumenta la permeabilidad de la barrera
hematoencefalica. Como LOS contienen un elevado porcentaje del lipido A,
los pacientes con bacteriemia estan en riesgos de presentar sepsias.
(Walker S. 1998)

1.4.3 Reaccidn seroldgica capsular



El Hi puede ser tipificado por la reaccion de Quellung (hinchazén
capsular) si se utiliza antisueros especificos de la serovariedad. La
tipificacion puede llevarse a cabo de manera directa en muestras clinicas
frescas o0 en aislamiento primario. La aglutinacion en portaobjeto es una
técnica simple, rapida y precisa para uso de rutina en el laboratorio, pero
debe de ser interpretado con cuidado y confirmada con otro procedimiento,

contrainmunoelectroforesis o la coaglutinacion.

La serovariedad del antigeno polisacarido capsular libre que se
encuentra en los filtrados de cultivo y en los liquidos corporales puede ser
identificada serolégicamente por medio de la contraiminoelectroforesis o por
aglutinacion por particulas de latex. Puesto que los microorganismos del tipo
b causan mas del 95% de enfermedades invasoras, la deteccion del
antigeno capsular del tipo b es particularmente importante. ((Wolfgang K;
Willett H; Amos B. 1994)

1.4.4 Antigeno somatico

La envoltura celular del Hi consiste en una membrana externa y otra
interna que contienen antigenos proteicos y LOS. El principal componente
antigénico del LOS es una fraccion oligosacarida no téxica. Los anticuerpos
contra este antigeno somatico son independientes de la edad en contraste

con la respuesta dependiente de la edad al polisacarido capsular.

El LOS del Hib consiste sdélo en lipido A y una estructura analoga al
oligosacarido del core del lipopolisacarido de las enterobacterias. El

componente lipido A de LOS es muy especifico para el Hi pero es



heterogéneo desde el punto de vista antigénico entre las cepas de
Haemophilus. (Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)

El interés por los antigenos proteicos de la membrana externa se ha
intensificado a causa del fracaso de la vacuna preparada a partir del
polisacarido capsular de Hib para conferir inmunidad protectora contra la
enfermedad sistémica a los nifos de menos de dos afios de edad. Puesto
que tanto los animales como los seres humanos desarrollan anticuerpos
contra los antigenos de la membrana externa durante la infeccion por Hib,
en la actualidad se estan estudiando las proteinas de la membrana externa y
se investiga su potencial de vacuna. (Walker S. 1998; Wolfgang K; Willett H;
Amos B. 1994)

1.5 PATOGENICIDAD DE Haemophilus influenzae

La virulencia de estos microorganismos en la especie humana
depende de la formaciéon de capsula; estos microorganismos no producen
ningun tipo de exotoxina, y no se ha demostrado que su endotoxina tenga un
papel importante en la patogenicidad del germen. Por tanto, los anticuerpos
anticapsulares homodlogos tienen un papel protector, que poseen los
anticuerpos antiendotéxicos. (Davis B; Eisen H; Dulbecco R; Ginserberg H.
1978)

1.5.1 Factores estructurales




La mayoria de las infecciones son producidas por Hib, es el unico de
los seis serotipos capsulares que contienen una pentosa (ribosa) en lugar de
una hexosa, como la subunidad de hidrato de carbono componente de la

capsula.

La sustancia capsular tipo b es un polimero lineal compuesto de
ribosa, ribitol (un azucar de 5 carbonos) y fosfato, (ver figura 2) o Polirribosil-
ribitol-fosfato (PRP). Otros autores se refieren a la capsula como
fosforribosilrribitol (PRRP) del Hib. Las infecciones sistémicas siempre son
provocadas por cepas encapsuladas y casi siempre por las que elabora el
polisacarido capsular del tipo b. Los anticuerpos contra la capsula del tipo b
también promueven de manera efectiva la fagocitosis del Hib in vitro.
(Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

1.5.2 Factores toxigenicos

Se han identificados varios otros factores potenciales de virulencia,
tanto en cepas tipificables como no tipificables de Haemophilus. Han sido
descritos pili que se adhieren a la mucosa nasal, donde pasan al
subendotelio, entre las células epiteliales donde la diseminacion ocurre. Los
PRP, PRRP, los Pili, LOS y los componentes de membrana externa son

necesarios para que una cepa sea totalmente virulenta.

La capacidad del Hib para ocasionar enfermedad sistémica es su

capsula antifagocitica, liberando cerca de la mitad del material capsular que

FIGURA 2. Estructura de la unidad repetitiva polirribosa-ribitol-fosfato
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FUENTE: Koneman 1999

sintetiza el ambiente, donde actua como atrayente para el anticuerpo anti-

PRP. Haemophilus produce una proteasa de IgA1 que inactiva las



inmunoglobulinas (Ig) A1 humanas, que representan mas del 90% de la IgA

presentes en la orofaringe. (Koneman E; Allen S; Janda M. 1999)

1.5.3 Factores enzimaticos

El Hi es una de las cinco especies de bacterias que se sabe que
producen proteasas de IgA, enzimas que poseen la capacidad unica de
hidrolizar la cadena pesada de la IgA1 humana como su unico sustrato
conocido. Las proteasas de IgA son endopeptidasas neutras distinguibles de
otras enzimas microbianas porque sus fragmentos de segmentacién, Fab-a
y Fc-a no experimentan degradacion secundaria. Hi infecta principalmente
las superficies mucosas del ser humano, donde las defensas del huésped
estdn mediadas por la IgA secretora, la segmentacién de la IgA podria
contribuir al potencial de virulencia del microorganismo, es el unico miembro

del género que produce esta enzima.

Las cepas de Hi producen tres clases diferentes de proteasas de IgA
que clivan las distintas uniones peptidicas dentro de la region bisagra de la
IgA. (Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)



1.6 FACTORES QUE FAVORECEN LA PRESENCIA DE Haemophilus

influenzae

1.6.1 Modo de transmisién

El medio ambiente humedo y calido de las diversas regiones de
nuestro pais, es el lugar adecuado para este microorganismo. La bacteria se
transmite de una persona a otra por via respiratoria a través de gotitas de
saliva o secreciones respiratorias aerosolizadas. Ingresan al organismo por
la nasofaringe, la coloniza y permanece en ella durante algunos meses en
forma asintomatica. (Romanin V; Chiavetta L; Salvay M; Chiolo M; Regueira
M; Barrios A; Califano G; Garcia S; Gentile A. 2007)

H. influenzae tipo b puede transmitirse mientras los microorganismos
estan presentes, aunque no haya secrecién nasal. La enfermedad ha de ser
trasmisible entre 24 y 48 horas después del comienzo del tratamiento con

antibidticos. (Cruces R; Donoso F; Camacho A. 2006)

1.6.2 Epidemiologia

Las infecciones invasivas son uno de los problemas de salud publica
mas importantes en los paises en desarrollo, donde afecta a nifios menores
de 5 afos en los paises en desarrollo e industrializados. Segun la estimacién

de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS). Se estima que Hib produjo



10,2 millones de muertes por en menores de 5 afos en el mundo, de los
cuales, 1,856.000 se atribuyeron a infecciones respiratorias como neumonia
y meningitis. (Alvis N; De la Hoz F; Vivas D. 2007. Llop A. 2006)

En nuestro pais no se conoce la magnitud de la morbilidad y
mortalidad producidas por estos patdégenos ni la susceptibilidad de estos a
los antimicrobianos de uso comun. Segun las estadisticas del Ministerio de
Proteccién Social de Colombia, en 2001, la neumonia causo la muerte de
alrededor de 5.000 nifilos menores de 5 afios y el ingreso hospitalario de
aproximadamente a 80.000 nifios, mientras que la meningitis ocasioné la
muerte de alrededor de 600 nifios y el ingreso aproximadamente 3.000
ninos. (Davis B; Eisen H; Dulbecco R; Ginserberg H. 1978)

Ademas, la mortalidad en los casos tratado de meningitis es inferior al
10%. A pesar de ello, la meningitis por Hi produce de 1.500 a 2.000 muertes
anuales en Estados Unidos, afectando principalmente a nifios de corta edad.
(Ryan K.; Ray C. 2004)



1.7 INFECCIONES PROVOCADAS POR Haemophilus influenzae

Meningitis. Es la manifestacion aguda mas grave de la infeccion
sistémica por Haemophilus influenza b. Es usual el antecedente de una
infeccion del tracto respiratorio superior y es muy frecuente la presencia
previa o concomitante de una otitis media; a menudo puede asociarse con
antecedentes de un traumatismo craneal reciente o remoto, neurocirugia,
sinusitis, otitis o0 un escape de LCR. Esta infeccién grave, la meningitis
puede causar de forma fulminante y conducir a la muerte en pocas, por lo

general en los nifios menores de 1 afio de edad. (Llop A 2006)

La incidencia de la enfermedad es de alrededor de 45 al 48% vy se ha
informado que va en aumento en los ultimos afos, mas del 90% de los
aislamientos obtenidos de casos de meningitis pertenecen al serotipo b.
(Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

Los microorganismos se diseminan a la sangre procedente de la
nasofaringe o del oido medio y después entran al sistema nervioso central
en el plexo coroide altamente vascularizado. Una vez en el espacio
subaracnoideo, se encuentran bastante aislados del sistema inmunitario y se
multiplica con rapidez, esta enfermedad se debe a cepas tipificables o no
tipificables. (Walker S. 1998)

Epiglotitis. El Hib es el agente causal mas frecuente de epiglotitis,
esta infeccion es por lo general aguda, con comienzo brusco de edema
laringeo obstructivo. La epiglotitis aparece rara veces en lactantes, pero se
le observa tipicamente en nifos entre los 2 y 7 anos de edad. (Koneman E;
Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)



La epiglotitis infectada presenta microabscesos y el pronunciado
edema puede ocasionar la obstruccién completa de las vias aéreas. La que
requiere traqueotomia de emergencia dentro de las 12 horas del comienzo.
(Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)

Otitis media. EIl Streptococcus pneumoniae y el H. influenzae son los
causantes mas frecuentes de otitis media aguda. Esta infeccidén se observa
primordialmente en nifios entre los 6 meses y los 2 afios de edad. Mas del
90% de las cepas de Hi recuperadas a partir del aspirado del oido medio de
nifios con este cuadro son no tipificable, y el 10% son microorganismos del
tipo b. (Walker S. 1998)

Los pacientes con otitis media aguda producida por Hi suelen
presentar dolor de oidos, con exudacidon del oido externo o sin ella, también
puede haber fiebre y otros sintomas sistémicos, particularmente en nifos,
hasta una cuarta parte de los nifios con otitis media producida por
microorganismos del tipo b pueden presentar concomitantemente
bacteriemia, meningitis o ambas. (Koneman E; Allen S; Janda M;
Schreckenberger P; Winn W. 1999. Walker S. 1998)

Sinusitis. H. influenzae es el principal agente etioldgico de esta
infeccion, ya que este microorganismo es responsable de 20 a 25% de los
casos de sinusitis aguda en los adultos y de 36 a 40% en los nifios. H.
influenzae y S pneumoniae fueron los microorganismos hallados con mayor
frecuencia, estos agentes bacterianos pueden constituir invasores
secundarios después de una infeccion viral. (Koneman E; Allen S; Janda M;
Schreckenberger P; Winn W. 1999)



Neumonia. La neumonia por Hi pude ser otra manifestacion de la
infeccion sistémica por el microorganismo, o desarrollarse como
prolongacion y complicacidn de una infeccion primaria del tracto respiratorio.
Los pacientes con enfermedad sistémica es lobular, segmentaria y
purulenta; caracteristicas que resaltan similares a las neumonia
neumococicas. En estos pacientes los microorganismos capsulados de tipo
b son los agentes etioldgicos habituales. Las cepas no tipificables de Hi son
causantes importantes de neumonia, con bacteriemia o sin ella. Ademas, se
ha comunicado la presencia de neumonia bacteriemica producida por tipos
capsulados de Hi diferentes del tipo b en pacientes con enfermedades
subyacentes que disminuyen los mecanismos de defensa del huésped, local
o sistémico. (Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W.
1999)

Bacteriemia. Es una manifestacion frecuente y precoz de la infeccion
aguda del Hi tipo b. Algunos nifios pueden presentar bacteriemia primaria sin
meningitis, pero eso se considera inusual. Sin embargo, la diseminacion
hematdégena del microorganismo puede dar como resultado varias otras

manifestaciones clinicas de la infeccion.

La siembra de tejidos blando producen celulitis; en los nifios, ésta
aparece a menudo en forma de edemas violaces o a su lado en las mejillas y
en la zona periorbital de la cara. La artritis séptica y la osteomielitis también
pueden complicar la bacteriemia por Hi. Asi mimos, se ha comunicado
sepsis neonatal por Hi. (Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P;
Winn W. 1999)

Celulitis. El Hi causa celulitis en ninios menores de 2 anos y rara

vez en adultos acianos. La region comprometida con mayor frecuencia es la



mejilla, aunque la celulitis puede ocurrir en aéreas periorbitarias y en otras
localizaciones, en especial las extremidades superiores. De manera clasica
la celulitis de la mejilla por Hi tiene una comenz6 aguda, se desarrolla con

rapidez en el curso de pocas horas y se acompana de dolor y edema.

En el periodo avanzado de la infeccion aparece un color purpura
azulado distintivo. Puesto que la celulitis debida a Hi habitualmente es una
enfermedad bacteriémica, puede dar como resultado infeccion metastatica.
(Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)

Conjuntivitis. Las especies de Haemophilus también producen una
forma aguda y contagiosa de conjuntivitis, denominada “ojo rojo”. Se
produce brotes localizados de conjuntivitis aguda entre personas que
comparten toallas, pafuelos y otros objetos que entran en contacto directo

con la piel de la cara o los ojos.

El rosado difuso de la esclerética y la presencia de un exudado
serosa o purulento, son virtualmente diagnosticos de la conjuntivitis por
Haemophilus y por Haemophilus aegyptius, la bacteria asociada con la
conjuntivitis, esta considerada una especie diferenciada dentro del género y
fenotipicamente similar al biotipo Ill de H. inlfuenzae. Sin embargo, los
estudios de nucleétidos gendmicos han demostrado mas de 70% de
homologia de secuencias entre H. aegyptius y H.influenzae, lo que sugiere
que los dos microorganismos pertenecen a la misma especie. (Koneman E;
Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)



1.8 DIAGNOSTICO POR EL LABORATORIO PARA Haemophilus

Los productos patoldgicos utilizados para el diagnéstico de Hib puede
variar en dependencia del proceso de infeccién, no obstante en el caso de
las infecciones invasivas, son muy utiles las muestra de sangre, LCR, liquido

articular, liquido pleural y orina, entre otros.

1.8.1 Muestra

La muestra debe ser tomada con un hisopo estéril de mango flexible,
en un medio de transporte Stuart, sin congelar, ni refrigerar, para ser
trasladado dentro de las 2 horas al laboratorio de referencia para su
procedimiento, esto se debe a que el microorganismo muera a temperatura
ambiente, se debe incubar en un medio enriquecido de factores X y V (agar-
chocolate) para su crecimiento, debido a que ocupa de estos nutrientes, ya
que es un microorganismo fastidioso. (Romanin V; Chiavetta L; Salvay M;
Chiolo M; Regueira M; Barrios A; Califano G; Garcia S; Gentile A. 2007)



1.8.2 Examen directo

Los frotis a partir de muestras obtenidas de sitios normalmente
estériles, son de gran utilidad cuando son tefiidos con Gram, (ver figura 3) y
permiten observar las caracteristicas morfologicas del microorganismo
aunque no siempre es confirmatorio el diagnostico, las muestras adecuadas
para el examen directo incluyen las del liquido cefalorraquideo, artrocentesis
toracocentesis 0 materiales aspirados del oido medio y muestras de esputo.
(Wolfgang K; Willett H; Amos B. 1994)

1.8.3 Cultivo

Como el Hi es un microorganismo exigente y muere rapidamente en
los materiales clinicos a la temperatura del ambiente, las muestras deben
ser sembradas de inmediato en un agar-chocolate con bacitracina u otros
medios enriquecidos que contengas los factores X y V. Las colonias son
grises, circulares con un tamafo de 0.2 a 0.3 por 0.5 a 0.8 um de diametro
en las primeras 24 horas de desarrollo, se desarrolla a una temperatura de
37°C con un pH de 7.8 y una atmosfera del 5 al 10% de CO,, observando su
morfologia de cocobacilos. La adicion de bacitracina al medio de cultivo crea
condiciones selectivas para el desarrollo Hi. (Wolfgang K; Willett H; Amos B.
1994)



FIGURA 3. Algoritmo para Aislamiento, Identificaciéon y Serotipificacion

de Haemophilus influenzae
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CAPITULO II

2.1 PRUEBAS BIOQUIMICAS PARA Haemophilus influenzae

En su estudio taxondmico del género Haemophilus, Kilian introdujo el
uso de pruebas bioquimicas para identificar y caracterizar hemofilos. A partir
de los resultados de 3 pruebas produccién del indol, actividad de ureasa y
catalasa, asi como los requerimientos nutricionales que requieren para su
crecimiento. Kilian dividié las cepas de Hi en cuatro biotipos, estos eran
independientes del serotipo del microorganismo; es decir, que organismos
de diferentes serotipos o cepas no tipificables podian tener el mismo patron
de reacciones biotipicas. (Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger
P; Winn W. 1999)

2.1.1 Requerimientos nutricionales de factos Xy V

Hi es un microorganismo fastidioso que requiere medios de cultivo
que contengan hemina (factor X) y dinucledtido de adeninnicotidamida (NAD
y factor V) (ver figura 4) para crecer. EI medio estandar es el agar chocolate
que se prepara a menudo con sangre de caballo, que es una buena fuente
de factores X y V. Es necesario calentar la sangre para hacer que ambos
factores sean disponibles para el microorganismo. Las cepas de Hi se

identifican con base a su requerimiento de los factores de crecimiento Xy V.



FIGURA 4. Requerimientos nutricionales de factores Xy V

FUENTE: Ajello G. y et al. 2003



Hi se puede diferenciar de la mayoria de las otras especies por sus
requerimiento de ambos factores de crecimiento X'y V. H haemolyticus es la
unica otra especie que requiere ambos factores X y V, pero esto especie se
diferencia de la Hi por la produccion de hemolisis en agar sangre de caballo
o conejo. (Ajello G; Elliott J; Facklam R; Popovic T. 2003)

2.1.2 Catalasa.

La enzima catalasa convierte el perdoxido de hidrégeno (H2O2) en
oxigeno y agua. La liberacion del oxigeno se puede observar a simple vista

por la formacion de burbujas (ver figura 5). (Mac Faddin J. 1990)

2.1.3 Ureasa.

Mediante esta prueba se determina la capacidad del microorganismo
de desdoblar la urea en C0, y amoniaco por accién de la enzima ureasa. Se
visualiza el proceso debido a que la alcalinidad que se produce origina un
cambio de color en el indicador que lleva incorporado el medio. La urea es
una importante enzima microbiana vinculada con la descomposicién de los
compuestos organicos, esta prueba se puede ser en tubo con medio sdlido o

sobre discos de papel impregnados. (ver figura 6) (Mac Faddin J. 1990)



FIGURA 5. Prueba de Catalasa

Positivo

FUENTE: Mac Faddin J. 1990



FIGURA 6. Prueba de la ureasa

Rapido positivo Negativo Positivo

FUENTE: Mac Faddin J. 1990

2.1.4 Indol



Esta prueba pone de manifiesto la presencia de la enzima
Triptofanasa en nuestras bacterias. Esta enzima cataliza la reaccion de
desanimacion, atacando la molécula triptéfano solamente en su cadena
lateral y dejando intacto el anillo aromatico en la forma de indol, se utiliza el
reactivo de Kovac, reflejando un cambio de color en la superficie, si no este
sera amarillo. (ver figura 7) (Mac Faddin J. 1990)

FIGURA 7. Prueba de Indol



Positivo Negativo

FUENTE: Mac Faddin J. 1990

2.2 PRUEBAS SEROLOGICAS




Para el diagnostico rapido de infecciones producidas por Hib se
dispone de técnicas inmunoldgicas para la detecciéon de antigeno capsular
PRP tipo b como son: la prueba de Quellung (hinchamiento capsular),
aglutinacion en placa y la coaglutinaciéon bacteriana. Estas pruebas nos
permiten identificar a Hi tipificables o no tipificables. (Koneman E; Allen S;
Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

2.2.1 Prueba de Quellung (hinchamiento capsular)

Esta prueba es facil para la identificacion de Hi debido a que el
microorganismo se tife de color azul debido al colorante azul de metileno
pareciendo tener un “halo” tumefacto a su alrededor, esta aparente
“tumefaccidn” se debe a la formacién de un complejo antigeno-anticuerpo en
la superficie del microorganismo, lo que causa un cambio del indice de
refraccion de la capsula y una tumefaccion aparente. También puede
parecer que las células en el preparado se arraciman debido a uniones
cruzadas celulares por los anticuerpos anticapsulares. (Koneman E; Allen S;
Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

2.2.2 Aglutinacién en placa



Las bacterias y otras células en suspensidon se aglutinan cuando se
mezclan con anticuerpos dirigidos contra los componentes de la superficie.
Sin embargo, es probable que en la actualidad la aglutinacién en placa sea
el sistema mas sensible, versatil y facilmente disponible para la deteccion de
antigeno del Hib. (Koneman E; Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn
W. 1999)

2.2.3 Coaglutinacién bacteriana

También existe una prueba confirmatoria por coaglutinacién en cultivo
(Phadebact Haemophilus Test, Karo Bio Diagnostics AB) para la
identificacion y serotipificacion simultanea de Hib procedentes de medios de
aislamientos primarios. Para aumentar la visibilidad de la aglutinacién se
utiliza la capacidad de la proteina A de la superficie de Staphilococos aureus
para unirse al Fc de las moléculas de anticuerpo, se puede preparar un
reactivo donde la cepa Cowen de S. aureus se mezclan con anticuerpos
conocidos (es preferible el uso de antisueros monoclonados). (Koneman E;
Allen S; Janda M; Schreckenberger P; Winn W. 1999)

2.3 SENSIBILIDAD ANTIMICROBIANA




El estudio de la sensibilidad de los microorganismos a los
antimicrobianos es una de las funciones mas importantes de los laboratorios
de microbiologia clinica. Su realizacion se desarrolla mediantes las pruebas
de sensibilidad o antibiograma, cuyo principal objetivo es evaluar la
respuesta de un microorganismo a uno o varios antimicrobianos. El
antibiograma define la actividad in vitro de un antibiético frente a un
microorganismo determinado y refleja su capacidad para inhibir el
crecimiento bacteriano. (Garcia J; Cantéon R; Garcia J; Gémez M; Martinez
L; Rodriguez C; Vila J. 2000)

La resistencia microbiana se ha reportado casi en todos los paises y
demuestra que los microorganismos has desarrollado, en su proceso
evolutivo, forma cada vez mas eficaces para evadir los puntos de accion del
antibiotico. Los mecanismos de resistencia mas estudiados son: alteracién
del sitio blanco del antibi6tico, la inactivacion enzimatica y la alteracion de la

permeabilidad al antibiético. (Crespo M. 2005)

Basicamente hay tres metodologias para abordar el estudio de
susceptibilidad en Hi como son: método de difusion con disco (Kirby-Bauer),
dilucion en caldo o agar para la determinar la concentracion minima

inhibitoria (CIM) y la deteccidn rapida de enzimas. (Trucco O. 2002)

2.3.1 Difusién con disco (Kirby-Bauer)




El primer método utilizado en la sensibilidad antimicrobiana fue
descrito por Kirby-Bauer en 1966, incorporando el agente antimicrobiano a
discos de papel permitiendo asi preparar un gran numero de pruebas

idénticas y almacenarlas para uso futuro.

Esta método de difusidbn en agar, es cualitativa y sus resultados se
pueden interpretar unicamente como sensible, intermedios o resistentes, y
esta disenado especificamente para bacterias de crecimiento rapido y de
algunos fastidiosos, el inoculo bacteriano se lleva a una concentracion igual
a la del estandar 0.5 de MacFarlane, permitiendo llegar a un punto critico de
crecimiento para el microorganismo. La placa es inoculada en agar
chocolate para Hi, para después introducir los discos de antibidtico, (ver
figura 8) los diametros alrededor de cada disco son medidos y estan
recomendados y estandarizados por la NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards) (Herrera M. 1999)

La seleccidon de antimicrobianos en el estudio de susceptibilidad in
vitro tiene como objetivo disponer de un adecuado apoyo en la eleccion de

las terapias antimicrobianas. (Gonzalez P. 2002)

Una de las ventajas es que es un método sencillo, barato y facil
control y estandarizacién, asi como la realizacion de algunas modificaciones
en cuanto a los requerimientos nutricionales para poder llevar a cabo el
antibiograma para organismos exigente o muy exigente, en cambio las
desventajas que brinda informacion cualitativa. (Taroco R; Seija V; Vignoli R.
2008, Herrera M. 1999)

FIGURA 8. Difusion con disco



FUENTE: Ajello G. et al 2003

2.3.1.1 Antibiograma


http://images.google.com.mx/imgres?imgurl=http://www.zambon.es/inf_urinaria/curso/fotos_cap_4/4.2.gif&imgrefurl=http://www.zambon.es/inf_urinaria/curso/cap_4.htm&usg=__MRe6UQ1v57aH6zg5f1sPp7RvvbI=&h=222&w=292&sz=52&hl=es&start=1&um=1&tbnid=3krJGaCbxL9ydM:&tbnh=87&tbnw=115&prev=/images?q=difusion+en+agar&ndsp=18&hl=es&sa=N&um=1

El antibiograma es el estudio in vitro del comportamiento de los
antimicrobianos frente a los diferentes microorganismos, teniendo como
objetivo medir la sensibilidad de una cepa bacteriana que se sospecha es la
responsable de una infeccion. La sensibilidad in vitro es uno de los requisitos
previos para la eficacia in vivo de un tratamiento antibiético. (Sanchez J,
Feris J. 1998)

La funcién de esta técnica consiste en depositar en la superficie de
una placa de agar Mueller-Hinton previamente inoculada con el
microorganismo, discos de papel de filtro impregnados con los diferentes
antibiéticos, que al contacto con la superficie humeda del agar, el disco
difunde el antibiético por todo el agar formandose un halo de inhibicion de
crecimiento bacteriano, que son medidos y estandarizados por el NCCLS
(ver figura 9). (Taroco R, Seija V, Vignoli R. 2008)

Para la seleccion de antimicrobianos para el estudio de la
susceptibilidad in vitro debemos reconocer las caracteristicas estructurales y
genéticas de cada microorganismo determinando asi patrones de
resistencia, tanto natural como adquirida, asi como también Ilas
caracteristicas de los antimicrobianos que determinan su mecanismo de
accion 'y espectro antibacteriano. También contempla propiedades
farmacoldgicas tales como la via de administracion, caracteristicas

farmacocinéticas y de biodisponibilidad. (Gonzalez P. 2002)

Figura 9. Mediciéon de halo de inhibicion



FUENTE: Ajello G. et al 2003

2.3.1.2 Factores de error en el antibiograma



Varios son los factores de error que pueden explicar el por qué se
presenta en ocasiones una falta de correlacion entre los resultados del
laboratorio, entre los factores tenemos el medio de cultivo, el pH, la
humedad, efecto de timina o timidina, la atmosfera, la cantidad de cationes

divalentes y los antibiéticos caducos. (Taroco R; Seija V; Vignoli R. 2008)

Para no tener ningun error en el antibiograma los medios se preparan
de la mejor manera posible, asegurandose de que la concentracién del agar
sea la correcta exactamente a 4 mm, permitiendo asi una mejor difusion de
los antibidticos, los medios deben ser lo mas frescos posibles, con no mas
de 7 dias de preparados y siempre deben ser guardados en bolsas de
plasticas selladas y a 4°C y asegurarse de que el polvo este en buenas

condiciones para su uso. (Herrera M. 1999)

Otro punto es que el pH debe ser ajustado a pH fisiologico de 7.2-7.4
esto es debido a que, si el pH es demasiado bajo ciertas drogas como
aminoglucésidos, quinolonas y macrélidos pareceran menos activas,
mientras otras como las tetraciclinas pareceran tener mayor actividad. Si el
pH es mas alto se podran esperar resultados opuestos (Ajello G; Elliott J;
Facklam R; Popovic T. 2003)

Sin embargo, la humedad también afecta debido a que el agar a
utilizar no debe contener gotas de agua en la superficie, otros factores de
error son los cationes divalentes de calcio y magnesio que tienen un
dramatico efecto sobre los aminoglucdsidos y las tetraciclinas. Si el medio
esta deficiente de cationes, habra zonas de inhibicion grandes alrededor del
disco, siendo falsos sensibles. Otro factor y el mas importante la atmosfera
de incubacién. Debemos incubar en aire ambiente o usar el frasco de la vela
que proporciona un ambiente entre 3 y 5% de CO;, necesario para el
crecimiento. (Sanchez J; Ferias J. 1998, Cona E. 2002)



Por otra, los medios que contengan un exceso de timina o timidina
pueden revertir los efectos inhibitorios de las sulfonamidas y triometroprim,
produciendo alteraciones en las zonas de inhibicion del crecimiento
bacteriano, en cuanto a los antibiéticos deben estar en las mejores
condiciones posibles, que se respete la cadena de frio, que no se
humedezcan y que realmente contengan la concentracion del antibiético que
dice tener. (Malbran C. 2001, Herrera M. 1999)

2.3.1.3 Interpretacion de los resultados

Los resultados de sensibilidad seran interpretados de acuerdo a las
tablas de la NCCLS. Se define en tres categorias: resistentes, intermedio y
sensible. El resultado sensible significa que hay una alta probabilidad de que
el paciente responda al tratamiento con el antibiético testado. El resultado
resistente implica alta chance de falla terapéutica. La categoria intermedia

puede tener varios significados. (Cona E. 2002)

La lectura se realiza a través de la medicion de los halos de inhibicion
que ya estan estandarizados por la NCCLS (ver tabla 5). Estos diametros
deben de estar dentro de los establecidos en las tablas, de lo contrario
podremos concluir que existe alguna variable que esta cambiando las
condiciones en que se debe realizado el procedimiento. (Taroco R; Seija V;
Vignoli R. 2008)



TABLA 5. Medidas de halo de inhibiciéon recomendados por la NCCLS
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FUENTE: Ortez J. 2000



2.3.2 Concentracion inhibitoria minima (CIM)

Este es el método de referencia recomendado por la NCCLS,
reservado para casos especiales y estudios epidemioldgicos de resistencia.
Consiste en microdilucion en caldo HTM, que constituye el gold standard,

como alternativa en situaciones clinicas. (Trucco O. 2002)

Es la concentracibn mas baja de un antimicrobiano que inhibe el
crecimiento visible de un microorganismo después de la incubacién
repentina. Las CIMs pueden ser determinadas mediante métodos de dilucion
en caldo o en agar y otro método mas moderno es el método E-test usando
tiras de un gradiente de concentracion antibidtica. Se puede realizar en

tubos, microplacas y en agar. (Andrews J. 2001. Sanchez J; Feris J. 1998)

Las pruebas de dilucién han sido utilizadas durante afos. Este
método fue estandarizado en la década de los afios 70 por el Estudio
Cooperativo Internacional y luego la NCCLS publicé un estandar del método.
Este método es llamado macrodilucion en caldo. A partir de los afnos 60 se
comenzaron a utilizar dispositivos serolégicos para dispensar y diluir. Esta
miniaturizacion simple de la técnica se conocidé como microdilucion en caldo.
(Taroco R; Seija V; Vignoli R. 2008)

2.3.2.1 Microdilucion en caldo

El método de dilucién es cuantificar la actividad in vitro de los
antimicrobianos, basandose en la determinacion del crecimiento del
organismo en presencia de concentraciones crecientes del antimicrobiano,
que se encuentra diluido en el medio de cultivo. Esta metodologia es muy

engorrosa por la cantidad de material y de manipulaciones necesarias para
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su realizacién. (Garcia J; Cantéon R; Garcia J; Gémez M; Martinez L;
Rodriguez C; Vila J. 2000)

Este método se prepara en las mismas condiciones de turbidez,
pureza y crecimiento de todas las pruebas de sensibilidad. Procediendo a
preparar las diferentes diluciones del antibidtico se parte de una solucién
madre que se debe diluir en las condiciones adecuadas para cada
antibiético. (Herrera M. 1999)

Las microdiluciones esta estandarizadas por el Comité Nacional para
los Estandares en el Laboratorio Clinico de Estados Unidos (NCCLS). (Rivas
P. 2004) Que consiste en preparar las diferentes soluciones del antibidtico,
donde se parte de una solucion madre que se debe diluir en las condiciones
adecuadas para cada antibiotico. Esta solucion madre es diferente para
cada antibidtico y su escogencia depende del tipo de antibittico y la cepa a
probar (Pasteran F; Galas M. 2008)

Para determinar la cantidad de polvo antimicrobiano (ATB) o solvente
necesarios para preparar una solucion estandar (SE) se puede utilizar

alguna de las siguientes formulas: (Malbran C. 2001)
Foérmula 1

Pesada de ATB (mg) = Volumen de SE (ml) x Concentracion de SE (ug/ml)
Potencia de ATB (ng/mg)

Férmula 2

Volumen de SE (ml) = Pesada de ATB (mg) x Potencia de ATB (ug/mq)
Concentracion de SE (ug/ml)

Las pruebas de microdilucion en caldo de CIM se realiza en una placa
de poli-estireno que contienen aproximadamente 96 celdillas, (ver figura 10)

el caldo Mueller-Hinton debe tener el contenido apropiado de cationes (Ca*™



FIGURA 10. Placa para la determinacién de la CIM

FUENTE: www.microinmuno.gb.fcen.uba.ar/SeminarioAntibioticos.htm


http://www.microinmuno.qb.fcen.uba.ar/SeminarioAntibioticos

y Mg*), asi como un pH de 7.2-7.4 a temperatura ambiente (25°C), para
poder obtener un resultado favorable. (Rankin |. 2000)

2.3.2.2 Escala de Mc Farland

Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente calibrados.
Consiste en varios tubos de vidrio herméticamente cerrados que contienen
{1% de Cl,Ba + cantidades crecientes de SO4H; al 1%}; por lo tanto, en cada
tubo se origina un precipitado de SO.Ba, origen de la turbidez. Para cada
cepa bacteriana hay que establecer la equivalencia entre la turbidez de cada
tubo y la masa o la concentracion de bacterias (en céls/ml) que genera una
turbidez similar. Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente
calibrados. (ver tabla 6) (Pasteran F; Galas M. 2008)

Para verificar la densidad correcta del estandar se usa un
espectrofotometro, donde la absorbancia a 625 nm debe ser 0.08 a 0.10,
para el estandar 0,5 de Mc Farland. Donde representa 102 UFC/mI para
bacterias de rapido crecimiento. La estandarizacion de indculo es esencial
ya que el tamafio de la zona de inhibicion es muy dependiente de la
densidad del in6culo utilizado. (Rankin 1. 2000)

El inoculo estandarizado para el método de dilucion en agar, se puede
preparar permitiendo el crecimiento del microorganismo hasta la turbidez 0,5
de la escala de McFarland o bien resuspendiendo colonias directamente
hasta alcanzar dicha turbidez. La preparaciéon del inoculo inicial y la dilucion
final del mismo, puede variar para algunos microorganismos. El indculo ya
diluido debe usarse antes de 15 minutos tras su preparaciéon. (Malbran C.
2001)



TABLA 6. Escala de Mc Farland

Estandar N Volumen (mL) Equivalente en N°
BaCl; (1.175%) H2SO4 (1%) bacgf;l()ass)/mL
0.5 0.5 99.5 15
1 1.0 99.0 3
? 2.0 98.0 6
3 3.0 97.0 9
4 4.0 96.0 12
5 5.0 95.0 15
6 6.0 94.0 18
! 7.0 93.0 1
8 8.0 92.0 24
9 9.0 91.0 07
10 10.0 90.0 30

FUENTE: Pasteran F; Galas M. 2008



Las placas de microdilucion deben taparse o sellarse con adhesivo
para evitar la evaporacion del medio de cultivo cuando se incuben. Es
necesario controlar el inéculo asi preparado, sembrando alicuotas diluidas
en medio solido que, una vez incubadas, permitan el recuento del indculo
realmente usado. Una forma sencilla de realizar este recuento es diluir 10 uL
del tubo o del pocillo de control positivo en 10 mL de suero salino,
sembrando posteriormente 100 uL de esta dilucion. Para un indculo de 5 x
10° CFU/mL deben crecer 50 colonias en la placa de medio sélido. (Rankin |.
2000)

2.3.2.3 Interpretacion de resultados

La CMI se define como la menor concentracion de antimicrobiano que
a simple vista inhibe completamente (el 80% en el caso de las sulfamidas) el
crecimiento del microorganismo estudiado. La interpretacion de los
resultados, que a veces resulta compleja, se facilita tomando como
referencia el crecimiento observado en los tubos o pocillos usados como
control positivo. Los resultados son sensibles, intermedios y resistentes.
(Garcia J; Cantéon R; Garcia J; Gémez M; Martinez L; Rodriguez C; Vila J.
2000)

En el caso de las placas de microdilucion dichos controles positivos
deben presentar una clara turbidez o un botén de al menos 2 mm de
diametro. Para observar el crecimiento de los pocillos, a veces resulta
necesario limpiar la parte inferior de la placa de microtitulacion, lo que puede
realizarse con papel absorbente. La lectura es mas sencilla utilizando un
lector con espejo (también usado en las técnicas de diagndstico seroldgico)
en el que se refleja la parte inferior de la placa de microtitulacion. (Rankin I.
2000)



2.4 ANTIBIOTICOS DE _ELECCION EN TRATAMIENTO CONTRA

Haemophilus influenzae

Los antibiéticos recomendados por el NCCLS (National Committee for
Clinical Laboratory Standards), son ampicilina, clorafenicol,
amoxicilina/acido clavulanico, (ver tabla 7) debido a que presentan mayor
sensibilidad a estos antibidticos, dando un buen resultado en el tratamiento

de este microorganismo. (Trucco O. 2002)

La resistencia encontrada en el estudio realizado por el laboratorio del
IPK fue a la trimetoprim/sulfametoxazol: 41.77%, tetraciclina: 18.99%,
ampicilina 17.72%, amoxicilina/acido clavulanico: 7.59% , clorafenicol:
6.33%. (Fuentes K; Tamargo |; Torafio G. 2004)

Respecto a los paises en vias de desarrollo, se encontro resistencia a
cloramfenicol y cotrimoxazol de 32,5%, 21,5% y 49,2% respectivamente. Un
estudio realizado en Cuba durante los afios 1993 a 1995, en el que se
aislaron cepas de Hi de niflos con meningitis, arrojé6 como resultado que el
97% de las cepas correspondian a Hib. Se observé una resistencia a
ampicilina del 40%, a cloramfenicol del 43,3%, a sulfametoxazol del 36%, a
trimetoprim del 37% y a tetraciclina del 31,3%, con una prevalencia de
multirresistencia de 30%. (Trucco O. 2002; Alarco R; Cavero V, Hernandez
H, Tapia E. 2008)



TABLA 7. Seleccion de antimicrobianos recomendados por NCCLS

Antimicrobianos Carga del disco @ Halo de inhibicién (mm)
(Mg)
Resistente Susceptibilidad Susceptibilidad
intermedia
Ampicilina 10 <18 19-21 > 22
Amoxicilina 20/10. <19 - > 20
Trimetoprim/sulfa 1.25/23.75 <10 11-15. > 16
Clorafenicol 30 <25 26-28 > 29
Cefuroxima 30 <16 17-19 > 20
Cefatoxima 30 - - > 26
Meropenem 10 - - > 20

FUENTE: Trucco O. 2002



CAPITULO 1l

3.1 COMPARACION DE LOS METODOS DE SUSCEPTIBILIDAD A LOS
ANTIMICROBIANOS

Historicamente, la sensibilidad se ha evaluado mediante diferentes
sistemas, entre ellos: la concentracion inhibitoria minima (CIM) en caldo o
agar, la difusién en disco (Kirby-Bauer) y la deteccidén rapida de enzimas.
Las mas utilizadas son las pruebas de difusién en disco o kirby-Bauer y la

concentracion inhibitoria minima.

Las pruebas utilizadas de rutina, como la microdilucion en caldo y la
difusién en disco, se usan basicamente para las bacterias que crecen bien

después de las 12 a 18 horas de incubacion.

El método de difusion de disco es el mas simple y brinda informacién
efectiva sobre los niveles de susceptibilidad al antibiético, donde la bacteria
solo crecera hasta donde el antibiético puede ejercer su efecto. Esta prueba
es la mas empleada en los laboratorios de rutina con pocos recursos o de
bajos volumenes y en hospitales de primer y segundo nivel. (Crespo M.
2005)

Esta técnica es facil de efectuar y de gran reproductibilidad, de bajo
precio y no requiere esquipo especial, los resultados son faciimente
interpretados por los clinicos, su desventaja es, que debe ser modificada
para poderla empelar en organismos fastidiosos o de crecimiento lento
(Herrera M. 1999)

En cambio, el método de microdilucibn en caldo proporciona
informacion cuantitativa (CIM) facilita el procedimiento de un mayor numero

de antibidticos y puede realizarse de forma automatizada y semiatomatizada



brindando la oportunidad de de hacer identificaciones mas precisas. Sin
embargo, esta prueba es costosa, no es accesible en todos los hospitales y
ademas presenta dificultades en la deteccion de la resistencia en algunos

gérmenes. (ver tabla 8) (Crespo M; 2005)

3.1.1 Control de calidad en microbiologia

El control de calidad en Microbiologia Clinica envuelve el monitoreo
de los medios de cultivos, reactivos, instrumentos, procedimientos y el
personal, para asegurar una adecuada practica en el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de agentes etioldgicos causantes de
enfermedades, el conocimiento de la flora normal, la taxonomia bacteriana y
la interpretacion correcta de las prueba de susceptibilidad a los antibidticos.
(Caballero E. 1999)

El NCCLS recomienda el uso de cepas control de la American Type
Culture Collection (ATCC) (ver tabla 9) para el Control de Calidad (CC), que
han sido seleccionadas con base en su susceptibilidad o resistencia a un
agente antimicrobiano en particular y su desempefio confiable. Algunas
cepas son usadas solo para CC de prueba de difusion en disco, otras para
Concentracion Minima Inhibitoria (CIM), mientras que otras son usadas en

ambas pruebas. (Rankin 1. 2000)
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TABLA 8. Comparacion de métodos de susceptibilidad para
Haemophilus
Difusién de disco (mm)
Carga del resistente Susceptibilidad susceptibilidad
disco (ug) intermedia
Ampicilina 10 <13 14-16 217
Cefuroxima 30 <14 15-17 218
Cefotaxima 30 <14 15-22 223
Meropem 10 <15 14-15 =216
CIM (pg/mL)
Ampicilina 232 - <8
Cefuroxima 264 - <8
Cefotaxima 232 - <8
Meropem 216 - <4

FUENTE: Performance Standards for Antimicrobial Susceptibility Testing 2008



TABLA 9. Cepas ATCC recomendadas para el control de calidad por

NCCLS para Haemophilus influenzae

CEPAS ANTIBIOTICO
ATCC 29212 Trimetropim/sulfametoxazol
ATCC 49247 Ampicilina
ATCC 49766 Cefuroxima, Meropem
ATCC 10211 Crecimiento adecuado

FUENTE: Rankin I. 2000; Harbeck R; Spiegel C. 2000; Cona E. 2002



El estudio de susceptibilidad in vitro a antimicrobianos de los
microorganismos patogenos, puede realizarse a través de diversos métodos,
el de uso mas comun por los laboratorios de microbiologia es el de difusion
en agar, estandarizado para microorganismos de crecimiento rapido y
algunos fastidiosos. El método recomendado por el NCCLS se basa en el
descrito originalmente por Bauer et al, que obtienen resultados cualitativos.
(Cona E. 2002)

Sin embargo, se wusa cepas control para los métodos de
susceptibilidad, con el fin de poder supervisar la exactitud y la fiabilidad de la
metodologia, debido también al gran numero de variables que pueden
afectar los resultados. (Garcia J; Cantén R; Garcia J; Gomez M; Martinez L;
Rodriguez C; Vila J. 2000

Por lo tanto, las cepas control que se usan en el medio de difusion de
disco son ATCC 29212: Esta cepa interfiere con la actividad de trimetoprima
y de sulfametoxazol, asi como control negativo de la deteccion de la
resistencia de alto nivel a aminoglucdsidos. La ATCC 49766: Cepa resistente
a ampicilina no productora de R-lactamasas, con un control de calidad de la
prueba de difusion para Haemophilus utilizando HTM (utilizada para todas
las drogas excepto cefalosporinas). También la ATCC: 10211cepa
nutricionalmente exigente. Indicada para el control de calidad del medio de
cultivo HTM (Haemophilus Test Media). (Garcia J; Cantén R; Garcia J;
Gomez M; Martinez L; Rodriguez C; Vila J. 2000)

Por otra parte, para el método de dilucion se utilizan las cepas control
como la ATCC 25922: Calidad de la prueba de sensibilidad, ATCC 29212:
Interfiere con la actividad de trimetoprima y de sulfametoxazol, control
negativo de la deteccion de la resistencia de alto nivel a aminoglucodsidos,
ATCC 35218: Concentracion de inhibidores de R-lactamasas, probar solo
frente a combinaciones como ampicilina/sulbactama, amoxicilina/acido

clavulanico, ticarcilina/ acido clavulanico y la ATCC 27853: Concentracion



de cationes: Aumento de resistencia a aminoglucésidos cuando aumenta la
concentracion de calcio, magnesio y pH, aumenta la resistencia a

aminoglucosidos.(Harbeck R; Spiegel C. 2000)

Las pruebas de sensibilidad, ésta debe encontrarse dentro de los
limites maximos o minimos impuestos por las regulaciones internacionales,
el control de calidad debe ser efectuado al menos una vez por semana, cada
vez que se cambia el lote del medio de cultivo o se prepara medio fresco y

cada que se cambia un antibiético o se inicie el uso de uno nuevo.



CONCLUSIONES

1. Se concluye que el método de difusién con disco (Kirby-Bauer), es mejor
para la prueba de sensibilidad antimicrobiana, es rapido, facil y sencillo, no
se ocupa material caro, ni instrumentos costosos. La forma de interpretacién
de los resultados ante los antibidticos son: susceptibles, resistentes y

susceptibles intermedio.

2. El método de concentracién inhibitoria minima (CIM) por medio de
microdilucidn en caldo, es un poco complicado, ya que es mas laborioso y
dificil de hacer, porque se ocupa una gran cantidad de material asi como
soluciones y reactivos, por eso esta prueba no es muy solicitada en los

laboratorios ni en los hospitales.

3. Sin embargo, el método mas solicitado para la prueba de sensibilidad
antimicrobiana, es el de difusion con disco, porque es mas accesible para
los laboratorios y hospitales, debido al efecto que tiene los discos de
difuminarse y asi encontrar el antibiotico adecuado para las enfermedades

ocasionadas por Haemophilus influenzae.

4. El control de calidad que tiene el método de difusion con disco es muy
sencillo y facil de mantener, debido al monitoreo de los reactivos, los medios
de cultivo, asi como otros factores externos. Mediante este control de calidad

nos damos cuenta si los resultados obtenidos son confiables.

5. Este método también cuenta con cepas de control de calidad, que son
seleccionadas con base a su susceptibilidad o resistencia a los
antimicrobianos y su desempefio confiable para administrar el adecuado

tratamiento a dichas enfermedades.



RECOMENDACIONES

1. El método recomendado para la sensibilidad antimicrobiana es el de
difusién de disco, ya que nos facilita la rapida interpretacion de los

resultados.

2. Se recomienda este método como uso de rutina en los laboratorios de
microbiologia y en los hospitales, debido a que no es muy laborioso y tiene

un bajo costo.

3. También, se recomienda por su buen control de calidad, debido a que la
elaboracion de las placas y la siembra de los microorganismos estan

debidamente controlados para un buen resultado.
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