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RESUMEN

El principal objetivo de la microbiologia clinica es identificar
el agente etioldgico de una infeccion y determinar la suscep-
tibilidad a determinados antimicrobianos. Para obtener los
mejores resultados clinicos, es necesario tener asociaciones
solidas entre el médico tratante y el especialista técnico de
laboratorio, fomentando una comunicacion abierta.

El ciclo diagndstico de una enfermedad infecciosa inicia con
una etapa pre-analitica, en la cual el médico tratante reali-
za un diagndstico presuntivo y solicita la recoleccion de una
muestra para realizar un diagnostico microbioldgico. Esta
etapa es critica para obtener resultados validos. Una vez reci-
bida la muestra en el laboratorio, comienza la etapa analitica
o de diagndstico microbioldgico, en la cual la muestra es pro-
cesada mediante diferentes metodologias, obteniéndose un
resultado final. Luego, en la etapa post-analitica, se prepara
un informe con el resultado final que es enviado al médico o
al servicio de donde provino dicha muestra.

Palabras clave: Diagndstico de laboratorio, pruebas microbio-
légicas, procesamiento de la muestra, comunicacion médico-
laboratorio, laboratorio de microbiologia clinica.

SUMMARY

The main objective of clinical microbiology is to identify
the etiologic agent of an infection and determine the
susceptibility to certain antibiotics. For best clinical outcomes,
it is necessary to have a close communication between the
treating physician and the laboratory technical specialist.
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Thediagnosisofaninfectiousdiseasebeqginswithapre-analytical
phase, in which the treating physician, does a presumptive
diagnosis and requests the collection of a sample for
microbiological diagnosis. The quality of the sample is critical
to obtain a reliable and valid result. The microbiological
analytical phase begins with the reception of the sample at the
laboratory, in which the sample is processed through different
methodologies. After this phase comes the post-analytical
phase, in which a report with the final result is sent to the
doctor or service where that specimen came from.

Key words: Laboratory diagnosis, microbiology testing,
specimen processing, physician-laboratory communication,
clinical microbiology laboratory.

INTRODUCCION

La microbiologia clinica es una ciencia de juicio interpretativo que respon-
de a las necesidades clinicas del médico tratante, con el fin de identificar el
agente etioldgico de una infeccion y establecer la actividad in vitro de las
drogas antimicrobianas contra el (los) microorganismo (s) identificado (s).
Para maximizar el valor clinico de las pruebas diagnésticas microbiolégicas,
es crucial que exista una estrecha colaboracién entre el médico tratante, la
enfermera y el laboratorio de microbiologia, para lo cual, es necesario que
los médicos tratantes confien en los resultados que entrega el laboratorio
de microbiologia y asi mismo el laboratorio, debe garantizar resultados
exactos, significativos y clinicamente relevantes (1-4). Una de las funcio-
nes principales del laboratorio de microbiologia es garantizar un rapido
resultado al clinico, que contribuya a la toma de decisiones en aquellas
situaciones que asi lo requieran. Para ello, la gran mayoria de los labora
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torios, utilizan un sistema informatico de facil acceso al clinico, en el que
pueda realizar un seguimiento a la muestra. Estos sistemas generalmente
documentan el ingreso de la muestra al laboratorio, registran las pruebas
en progreso y arrojan reportes preliminares, asi como el resultado final (4).
Otras funciones esenciales del laboratorio y del médico microbiélogo son:
coordinar el aviso telefénico de un resultado critico al médico tratante o al
personal del equipo médico que esté a cargo del paciente en ese momen-
to; desarrollar guias de reporte de resultados de susceptibilidad antimicro-
biana en conjunto con el personal médico; y publicar periédicamente los
patrones de susceptibilidad antimicrobiano, para ser usados como guia en
el tratamiento empirico (2-4).

La interpretacion de los resultados obtenidos en el laboratorio de mi-
crobiologia depende de la calidad de las muestras recibidas, siendo el
manejo previo a su recepcidn en el laboratorio, critico para la exactitud
de los resultados. Esto se debe a que los microorganismos pueden crecer,
multiplicarse o morir rapidamente cuando existe una indebida recolec-
cion, transporte y conservacién de la muestra. Un manejo inadecuado
de la muestra puede producir resultados erréneos, los que afectan direc-
tamente la salud del paciente e influencian las decisiones terapéuticas.
Como consecuencia, habra un impacto en el tratamiento y control de las
infecciones, en la duracién de la hospitalizacion, en los costos hospita-
lario y en los costos y rendimiento del laboratorio. Por este motivo, los
médicos tratantes son los responsables de la seleccion de la muestra y
su recoleccion, aunque pueden comunicarse con el microbiélogo clinico
para su asistencia o consulta. El clinico debe entregar toda la informa-
cién necesaria para que el microbiélogo haga una correcta interpretacion
del resultado. Asi mismo, debe tener los conocimientos para priorizar la
prueba diagndstica que solicitara en caso de obtener una escasa canti-
dad de muestra. En esta situacion, el médico tratante puede discutir con
el director técnico del laboratorio y con el microbiélogo las modifica-
ciones en algunas practicas realizadas de rutina en el laboratorio, para
optimizar el procesamiento de la muestra (3, 4).

Los mejores resultados para los pacientes derivan de las asociaciones so-
lidas entre el médico tratante y el especialista técnico del laboratorio. Se
debe fomentar una comunicacion clara y cercana entre médicos, enferme-
ras y personal del laboratorio (3). Es crucial que el clinico se contacte con
el director de su laboratorio y con el médico microbidlogo en las siguientes
situaciones: cuando considere que el tiempo de respuesta no contribuye a
la toma de decisiones; cuando las politicas del laboratorio causen proble-
mas en la salud del paciente; cuando los resultados sean inconsistentes
con la presentacion clinica del paciente o; cuando sienta la necesidad de
incorporar nuevas pruebas al laboratorio (4).

La siguiente revisidn describe brevemente las etapas del ciclo diag-
nostico de una enfermedad infecciosa, desde la sospecha clinica
hasta la identificacion del agente etioldgico que causa la infeccion
(figura 1), detallando las pruebas relevantes para el diagndstico mi-
crobioldgico, con el fin de dar a conocer al clinico una visién general
de las pruebas diagnosticas y de la labor realizada por el laboratorio
de microbiologia.

ETAPA PRE-ANALITICA:

SELECCION, RECOLECCION Y TRANSPORTE DE LA MUESTRA
Para obtener resultados que avalen el diagndstico de enfermedades in-
fecciosas, es esencial realizar una apropiada recoleccion y manipulacion
de la muestra (3, 5-7). Por este motivo las recomendaciones descritas en
el manual de toma de muestras del laboratorio del lugar donde trabaja
el clinico, deben tenerse presentes y cumplirse cabalmente. EI manual de
toma de muestras debe estar actualizado en base a las dltimas evidencias
disponibles (3, 6, 7) y debe detallar:

) El tipo de muestra apropiado para cada caso.

1) La forma de recoleccién de la muestra.

1) Las condiciones de transporte hacia el laboratorio (tiempo de transporte
ideal, tipo de envase para la recoleccién de la muestra y temperatura de
transporte).

[V) Conservacion de la muestra.

V) Las politicas del laboratorio (por ejemplo: niimero de muestras que pue-
den ser sometidas a una determinada prueba y el tiempo de respuesta de
cada una).

Idealmente este manual debe estar disponible en el sistema informético de
la institucion, junto con el mend de pruebas que ofrece el laboratorio de
microbiologia (4). En todo momento el personal de microbiologia puede
asistir al equipo médico que lo requiera, para asegurar una buena calidad
de la muestra (3, 5).

Las muestras enviadas al laboratorio de microbiologia deben ser ideal-
mente obtenidas en el periodo donde haya mayor excrecién del agente
infeccioso, desde un sitio representativo de la infeccién y en una cantidad
suficiente que garantice su buen procesamiento en el laboratorio, usando
técnicas apropiadas que eviten la contaminacion. Se debe procurar obte-
ner la muestra antes de instaurar una terapia antimicrobiana o bien antes
de introducir cualquier modificacion del tratamiento antimicrobiano, debi-
do a que disminuye el rendimiento de la prueba (3, 5, 7).

Por otro lado, los sistemas de recoleccion utilizados deben ser estériles,
herméticos y apropiados al tipo y volumen de muestra que se desea ob-
tener (3, 5, 7). Las torundas o hisopos de Dracon rayon o algodén, no son
un buen método para recolectar una muestra, debido a que recolectan
microorganismos contaminantes, mantienen un volumen de muestra ex-
tremadamente pequefio (0,05 mL), sus fibras dificultan la recoleccién de
bacterias u hongos y el inéculo de la torunda a menudo no es uniforme
cuando es sembrada en diferentes placas de agar. Es por este motivo que
se utilizan principalmente para la recoleccion de muestras nasofaringeas.
Actualmente existen las torundas flocadas, las cuales han mostrado ser
més efectivas que los otros tipos de torundas, debido a que sus fibras de
nylon perpendiculares mantienen un campo electrostatico que crea una
delgada capa altamente absorbente, con una estructura abierta que per-
mite mantener la muestra cercana a la superficie, para una completa y
rapida elucion de la muestra. Son utilizadas principalmente para recolectar
muestras que son analizadas por metodologias basadas en acido nucleico
(2,3,8,9).
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FIGURA 1.VISION ESQUEMATICA DEL CICLO DIAGNOSTICO DE UNA ENFERMEDAD INFECCIOSA

CICLO DIAGNOSTICO

!

Etapa Pre-Analitica

Médico examina al paciente
y hace un diagnéstico clinico
presuntivo

Solicita recolectar muestra(s)
para realizar diagnéstico
microbioldgico

La orden de examen
y la(s) muestra(s) son
transportadas al laboratorio

Recepcion de la muestra
y orden de examen en el
laboratorio. Ingreso de

datos de la orden en sistema
informatico o en libro de
registro

Etapa Analitica

Las muestras pueden ser
sometidas a diferentes tipos de
metodologias
(segtin orden médica).

-Dg. microbiolégico Directo

(Dg. tradicional/Dg no
tradicional)
-Dg. Microbiolégico
indirecto

Paciente consulta al médico
con signos y sintomas de una
enfermedad infecciosa

v

El laboratorio puede o
no emitir un informe
preliminar

-

El laboratorio puede o no emitir
un informe preliminar

o

Etapa Post-Analitica

Médico interpreta el resultado e

instaura una adecuada terapia

Reporte final del cultivo es
preparado y enviado al médico
o al servicio de donde provino la
muestra

Resultados de la identificacion
sistematica son analizados

Después de la incubacién
los cultivos son examinados
y posteriormente los
microorganismos son identificados
a través de diferentes técnicas

Diagnéstico microbiolégico directo
tradicional; las muestras para
cultivo son sembradas en medios
previamente seleccionados y luego
son incubados

Modificacion de Koneman’s Color Atlas and Text Boock of Diagnostic Microbiology, 6th Edition, United Stated, Lippincott Williams & Wilkins, 2006:1-61.
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Las condiciones de transporte de las muestras deben ser mantenidas cui-
dadosamente, desde su recoleccion hasta su recepcion en el laboratorio,
ya que permiten mantener su integridad. Estas deben llegar rotuladas per-
fectamente y con la informacion completa, idealmente con una etiqueta
adherida al envase, conteniendo los mismos datos de la orden de examen.
Se deben incluir en la orden o solicitud de examen, todos aquellos datos
del paciente, que permitan elegir el mejor procedimiento para el aisla-
miento del patdgeno. Algunos de estos datos son:

) Antecedentes personales del paciente.

I1) Diagnostico presuntivo.

I11) Sitio especifico de recoleccion y tipo de muestra.

IV) Administracion previa de antimicrobianos.

V) Datos de médico tratante.

VI) Alerta en caso de sospecha de un microorganismo altamente
patogénico (por ejemplo: Neisseria meningitidis) (2-5, 7).

ETAPA ANALITICA: DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Una vez recibida la muestra en el laboratorio, el personal verifica su
adecuada calidad, el correcto transporte y una completa y concordante
rotulacion entre el sistema de recoleccién y la orden de examen. De
acuerdo a las politicas establecidas por cada laboratorio, se puede re-
chazar una muestra si no cumple con los requisitos previamente esta-
blecidos en el manual de toma de muestra; debiendo notificar al servicio
que la envié o al personal responsable (3, 10, 11). Cuando cumple con
todos los requisitos establecidos, se registra en el sistema informatico o
libro de registro, inicidndose asi la etapa analitica. Esta etapa de diag-
nostico microbioldgico puede ser abordada con diversas estrategias, ya
sea realizando una deteccién directa del agente etioldgico a través del
diagnostico microbioldgico directo o mediante el diagndstico microbio-
l6gico indirecto, en el cual se detecta la respuesta inmune generada por
un microorganismo en el hospedero (2, 11).

1. Diagnéstico microbioldgico directo

El diagndstico microbiolégico directo permite evidenciar directamente
el microorganismo o parte de su estructura en una muestra. Cuando
el agente patdgeno es recuperado completamente en una muestra a
través del cultivo (diagndstico directo tradicional), es posible caracte-
rizarlo y conocer su susceptibilidad antimicrobiana. Sin embargo, en
determinadas ocasiones los microorganismos no son recuperados des-
de un cultivo o presentan un crecimiento muy lento; en estos casos se
utilizan metodologias aplicadas directamente a la muestra (diagnostico
no tradicional), tales como pruebas inmunolégicas o pruebas basadas
en acidos nucleicos (2, 4, 11, 12).

a. El diagnoéstico directo tradicional generalmente abarca
tres procedimientos: la observacion directa de la muestra, su
cultivo y la identificacion del organismo aislado.

1) La observacion directa de la muestra entrega una informacién
rapida a través de la examinacidn microscopica de la misma, donde es
posible observar bacterias, hongos, algunas estructuras parasitarias e
inclusiones virales. Este procedimiento puede realizarse a través de la
microscopfa directa al fresco, sin utilizar tinciones (figura 2) o a través
de la microscopia directa con tinciones, en la cual, parte de la muestra
es extendida en un portaobjeto y posteriormente es sometida a un co-
lorante que tiene afinidad por diferentes estructuras microbianas. Las
tinciones en general permiten reconocer las caracteristicas morfolégicas
y agrupacion de los microorganismos, por lo que en muchas oportunida-
des, ayudan a orientar el diagnéstico presuntivo del agente patégeno e
iniciar terapia antimicrobiana empirica. Adicionalmente, permiten guiar
una apropiada seleccion de medios de cultivo, en los cuales se sembrara
la muestra. Una de las tinciones mas utilizadas en el laboratorio de
microbiologia, es la tincién de Gram (figura 3), la cual permite agrupar
a las bacterias segun su reaccion tintorial (Gram negativo o Gram posi

FIGURA 2. MICROSCOPIA DIRECTA AL FRESCO

A

Flagelo

A) Flujo vaginal con abundantes hifas de levaduras y levaduras en gemacion (Lente 40X). B) Flujo vaginal con Trichomonas (Lente 60X). Modificado de Anderson M.,
Klink K. and Cohrssen A. Evaluation of Vaginal Complaints. JAMA. 2004; 291(11): 1368-1379.
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FIGURA 3. MICROSCOPIA DIRECTA CON TINCION
DE GRAM DE LIQUIDO CEREBROESPINAL

Se observan abundantes leucocitos y cocaceas Gram negativas en diplo (Lente 100X).

tivo), morfologia (cocos, bacilos, cocobacilos) y agrupacion (racimo, ca-
dena, diplo, empalizada). La tincion de Gram también permite observar
células y levaduras (2, 7, 11-13).

1) El cultivo de la muestra constituye una técnica basica para poder
aislar y posteriormente identificar los microorganismos presentes, a través
de la siembra e incubacién en medios de cultivo artificiales. El éxito del
procedimiento es dependiente de las condiciones de incubacién (4, 11).
En la actualidad existe una variedad de medios de cultivo, incluyendo los
medios liquidos o caldos y los medios solidificados con agar; entre los que
podemos encontrar medios enriquecidos, medios selectivos, medios dife-
renciales y medios especializados (figura 4). La seleccion del medio de cul-
tivo utilizado para realizar el cultivo primario se basa en el conocimiento
del diagnéstico presuntivo del paciente, sitio de recoleccion de la muestra
y en la fisiologia de las bacterias u hongos que podrian estar causando
la infeccion (2, 4, 11). Cabe destacar que el cultivo microbiano requiere
de més tiempo que otras pruebas, debido a que es necesario permitir una
reproduccion suficiente del microorganismo, para poder evidenciar sefia-
les de crecimiento; esto puede llevar desde algunas horas (18 a 48 hrs.
en la mayoria de las bacterias) hasta semanas o meses (como sucede en
el cultivo de micobacterias y algunos hongos filamentosos). Por otro lado,
para llegar a obtener un microorganismo aislado (“puro”) en un cultivo,
frecuentemente es necesario realizar subcultivos, lo que puede retrasar el
tiempo de respuesta (11, 12). Una vez recuperado el microorganismo puro
desde una muestra, éste debe ser identificado.

FIGURA 4. DIFERENTES TIPOS DE MEDIOS DE CULTIVOS ARTIFICIALES

A) Medio de cultivo liquido (Frasco de
hemocultivo).

B) Placa con medio de cultivo
enriquecido.

C) Placa con medio de cultivo selectivo y
diferencial.

D) Placa de cultivo con medio
especializado.
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Il) La identificacion del organismo aislado en un cultivo se realiza a
través de diferentes metodologias, tales como, observacion de las caracteris-
ticas macroscopicas de las colonias (morfologia de la colonia y reacciones
que produce el microorganismo en el agar); observacion microscopica con
tincion de la colonia (agrupacion, afinidad tintorial y morfologia del microor-
ganismo) (figura 5); estudio del comportamiento metaboélico y bioquimico, a

través de la aplicacién de pruebas manuales (pruebas directas, baterias bio-
quimicas, galerfas bioquimicas y medios de cultivo cromégenos) (figuras 6) o
automatizadas (equipos que realizan las pruebas bioquimicas y metabélicas
de manera miniaturizada) (figura 7); pruebas de requerimiento nutricional y
pruebas diagnésticas no tradicionales, tales como, pruebas inmunoldgicas,
espectrometria de masa y pruebas basadas en acidos nucleicos (2, 4, 11, 12).

FIGURA 5. GRAM DE COLONIA

A) Bacilos Gram negativos, B) Cocaceas Gram positivas (Lente 100X).

FIGURA 6. DIFERENTES TIPOS DE PRUEBAS METABOLICAS Y BIOQUIMICAS

A) Test directo (Oxidasa).

B) Bateria bioquimica.

C) Galeria bioquimica.

D) Placa con medio cromdgeno.
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FIGURA 7. PRUEBAS METABOLICAS Y BIOQUIMICAS
REALIZADAS POR EQUIPOS AUTOMATIZADOS
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Pruebas metabdlicas y bioquimicas realizadas por equipos automatizados.

b. Susceptibilidad Antimicrobiana

Posterior al aislamiento e identificacion de un microorganismo clinico
significativo, se realiza la prueba de susceptibilidad antimicrobiana,
con el objetivo de guiar al clinico a elegir una terapia antimicrobiana
adecuada. El estudio de susceptibilidad antimicrobiana (antibiograma o
antifungigrama), es un método que determina, in vitro, la susceptibilidad
de las bacterias y hongos, respectivamente, a los antimicrobianos, bajo
condiciones especificas y estandarizadas de laboratorio.

La susceptibilidad antimicrobiana puede ser obtenida a través de tres técnicas:

1) La difusion con disco (método de Kirby-Bauer) es una técnica econd-
mica, que entrega informacion cualitativa de la sensibilidad de un microor-
ganismo a un determinado antimicrobiano (sensible, intermedio o resisten-
te). Esta prueba consiste en la difusién de un antimicrobiano impregnado
en un disco de papel, sobre la superficie de una placa de agar sembrada
previamente con el microorganismo en estudio. Si el microorganismo es
sensible al antimicrobiano, sufre una inhibicion de su crecimiento alrededor
del disco, formando un "halo de inhibicion” que es visible y medible luego
de 18 hrs. de incubacidn. El didmetro de la zona de inhibicion determina si
existe sensibilidad o resistencia al antimicrobiano (figura 8) (2, 7, 14, 15).

1) La Epsilometria o E-test, entrega informacion cuantitativa de la sen-
sibilidad del microorganismo, determinando la Concentracién Inhibitoria
Minima (CIM) de un antimicrobiano, es decir, la concentracion minima del
antimicrobiano que es capaz de inhibir el crecimiento de un microorganis-
mo determinado. Este método consiste en una tira plastica impregnada con
concentraciones crecientes del antimicrobiano, la cual es puesta en una
placa de agar sembrada previamente con el microorganismo en estudio. El
agente antimicrobiano difunde en el agar produciendo inhibicion del creci-
miento bacteriano alrededor de la tira. La CIM corresponde al punto donde
el crecimiento bacteriano alcanza la tira (figura 9) (2, 7, 14, 15).

FIGURA 8. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA POR DIFUSION CON DISCO O
METODO DE KIRBY-BAUER

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por difusién con disco o método de
Kirby-Bauer.

FIGURA 9. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD
ANTIMICROBIANA POR EPSILOMETRIA O E-TEST

Prueba de susceptibilidad antimicrobiana por Epsilometria o E-test.
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11l) La Dilucion es la metodologia estandar de oro para obtener la sus-
ceptibilidad antimicrobiana. Esta metodologia entrega informacion cuan-
titativa, determinando la CIM. Se basa en la dilucién seriada de un anti-
microbiano en un medio liquido o sélido, los cuales se ponen en contacto
con una concentracién estandar del microorganismo en estudio. Luego
de incubarlos por 18 hrs. se observa el crecimiento del microorganismo
y se establece la CIM, la cual corresponde a la minima concentracién del
antimicrobiano donde no se observa crecimiento del microorganismo. En
la actualidad existen equipos automatizados que efectéian una dilucion en
caldo en forma miniaturizada, permitiendo obtener resultados de CIM en
forma rapida (figura 10) (2, 7, 14, 15).

c. Diagnostico directo no tradicional

El diagndstico directo no tradicional permite realizar la deteccién del
agente etioldgico directamente de la muestra o a partir de un microorga-
nismo aislado previamente desde un cultivo. Entre las metodologias uti-
lizadas para realizar un diagnéstico directo no tradicional se encuentran:

I. Los métodos inmunoldgicos, los cuales detectan antigenos del
microorganismo utilizando un anticuerpo especifico, el cual esta unido
a un sistema de deteccion. Segun la técnica de inmunodiagnéstico
que se utilice, es posible detectar el antigeno directamente desde la
muestra o a partir de un microorganismo ya aislado desde un cultivo.
Entre las técnicas mas utilizadas en el laboratorio de microbiologia se
encuentran:

e El Enzimoinmunoensayo (EIA), el cual es una metodologia utili-
zada para detectar antigenos directamente desde la muestra. Una de
las técnicas mas utilizadas en microbiologia es el ensayo por inmu-
noabsorcién ligado a enzima (ELISA) de captura, donde se utiliza un
anticuerpo especifico del antigeno, el cual es fijado a una fase sélida
(placa). El antigeno presente en la muestra se une al anticuerpo especi-
fico. Posteriormente se afiade un segundo anticuerpo especifico contra
el antigeno, el cual estd unido covalentemente a una enzima. Luego
de un periodo de incubacién y varios procesos de lavado, el complejo

anticuerpo-antigeno-anticuerpo es detectado al afiadir el sustrato de la
enzima ligada al segundo anticuerpo. La enzima actda sobre el sustrato
produciendo color, el cual puede ser leido a simple vista o mediante un
espectrofotémetro (figura 11) (2, 7, 14-16).

¢ Inmunocromatografia

Otra técnica muy utilizada es la inmunocromatografia (por ejemplo
el "test pack” faringeo Streptococcus pyogenes), la cual permite de-
tectar el agente etioldgico directamente desde la muestra. Consiste
en una membrana porosa de nitrocelulosa, teflon o nylon, que por
debajo presenta una almohadilla de material absorbente, la cual
contiene un primer anticuerpo especifico contra el antigeno, ligado a
particulas de latex o metal coloidal (reactivo detector). La membrana
en su parte superior contiene inmovilizado un segundo anticuerpo
especifico contra el antigeno, que estd ligado a un reactivo de captura.
Generalmente la membrana y la almohadilla estan unidas a un envase
plastico desechable, que en su parte inferior presenta un pequefio
orificio donde es depositada la muestra. Al depositarla en la parte
inferior del envase, la muestra toma contacto y se difunde por la al-
mohadilla absorbente, encontrandose el antigeno de la muestra con el
primer anticuerpo. Este complejo se difunde por capilaridad a lo largo
de la membrana hasta encontrarse y unirse (en su parte superior) al
segundo anticuerpo. Asi el reactivo detector y el reactivo de captura
se encuentran, produciéndose una linea de color en la zona superior
de la membrana (figura 12) (14, 16, 17).

e La aglutinacion con particulas de latex, consiste en una lamina
donde se unen particulas inertes de latex a un antigeno presente en
una muestra o en el microorganismo aislado desde un cultivo, mediante
fuerzas eléctricas intramoleculares o uniones covalentes. La aglutina-
cion de estas particulas ocurre cuando existe interaccion entre el anti-
geno y el anticuerpo especifico (figura 13). Esta técnica es muy utilizada
para detectar Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae b en
liquido cerebroespinal y para identificar Staphylococcus aureus desde
cultivo (2, 14-16).

FIGURA 10. PRUEBA DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIMICROBIANA POR DILUCION
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Levinson W., Antimicrobial Drugs: Resistance, Levinson W., Review of Medical Microbiology and Inmunology, 20th Edition, United Stated, Mc Graw Hill, 2012: 86-94.
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FIGURA 11. ELISA DE CAPTURA
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Prueba de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) de captura, para detectar un antigeno. Modificacién de Koivunen M. and Krogsrud R. Principles of Immunochemical

Techniques Used in Clinical Laboratories. LabMedicine. 2006; 37 (8): 490-497.

FIGURA 12. PRUEBA DE INMUNOCROMATOGRAFIA
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Modificacién de Paek S., Lee S., Cho J. and Kim Y. Development of Rapid One-Step Immunochromatographic Assay. Methods. 2000; 22 (1):53-60.

¢ La inmunofluorescencia es una técnica que permite detectar el an-
tigeno presente en una muestra. Esta técnica tiene dos modalidades. La
primera es la modalidad de anticuerpo fluorescente directo (Direct Fluo-
rescent Antibody, DFA) que consiste en una ldmina con la muestra del
paciente previamente fijada, a la cual se le aplica un anticuerpo especi-
fico. Luego de un periodo de incubacion y de varios procesos de lavado,

el complejo antigeno-anticuerpo es detectado mediante microscopia de
fluorescencia (figura 14). La segunda es la modalidad de anticuerpo
fluorescente indirecto (Indirect Fluorescent Antibody, IFA) que consiste
en una ldmina con la muestra del paciente previamente fijada, a la cual
se aplica un anticuerpo especifico. Luego de un periodo de incubacion y
de varios procesos de lavado, se aplica un anticuerpo
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FIGURA 13. PRUEBA DE AGLUTINACION CON
PARTICULAS DE LATEX

FIGURA 14. PRUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA
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Modificacién de Koivunen M. and Krogsrud R. Principles of Immunochemical
Techniques Used in Clinical Laboratories. LabMedicine. 2006; 37 (8): 490-497.

anti-humano unido a una fluoresceina. Posterior a varios procesos de
lavado, el complejo antigeno-anticuerpo-anti-anticuerpo es detectado
mediante microscopia de fluorescencia (figura 15) (2, 14-16).

Il. Los métodos basados en acido nucleico han tenido un
gran avance en la Ultima década, apareciendo técnicas altamente
sensibles y especificas, capaces de detectar y cuantificar peque-
fias cantidades de ADN (Acido Desoxirribonucleico) o ARN (Acido
Ribonucleico) de microorganismos no cultivables in vitro o desde
un microorganismo aislado desde un cultivo. Este avance también
ha permitido estudiar los mecanismos de resistencia bacteriana y
desarrollar la epidemiologia molecular (18, 19). Existen actualmente
numerosas variantes de técnicas para amplificar, detectar y secuen-
ciar los acidos nucleicos. La técnica mas utilizada en microbiologia
para realizar la amplificacion de cidos nucleicos es la Reaccion de
Polimerasa en Cadena (RPC) en combinacion con un variado ndmero

FIGURA 15. RUEBA DE INMUNOFLUORESCENCIA
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Modificacion de Koivunen M. and Krogsrud R. Principles of Immunochemical
Techniques Used in Clinical Laboratories. LabMedicine. 2006; 37 (8): 490-497.

de técnicas para detectar esta amplificacion, tales como la RPC con-
vencional (deteccion de la amplificacién una vez finalizada la RPC,
en un gel de agarosa con un intercalante inespecifico fluorescente) y
la RPC en tiempo real (identificacion inmediata de la amplificacion,
principalmente a través de hibridacion con sondas marcadas con un
fluorocromo y posterior lectura de la fluorescencia emitida por la
sonda, en el equipo de amplificacion). Se obtienen resultados dentro
de 30 minutos a dos horas (14, 15, 18, 19).

La secuenciacion de productos de RPC, permite la identificacion de bac-
terias a través de la comparacion del resultado de la secuenciacion con
secuencias ya conocidas en bases de datos. Una de las técnicas mas
utilizadas para este fin, es la secuenciacion del ARN ribosomal 165, la
cual permite detectar e identificar microorganismos no cultivables, fasti-
diosos o de lento crecimiento (20).

La epidemiologia molecular consiste en el estudio de la diseminacion de
un microorganismo entre pacientes, personal de salud y el entorno am-
biental (brote), a través de la comparacién de genomas de un microor-
ganismo aislado desde diferentes sitios, mediante multiples tecnologias
tales como, la Electroforesis de Campo Pulsado (PFGE) y el Multilocus
Sequence Typing (MLST) (17).

lll. La espectrometria de masa es una metodologia recientemen-
te incorporada al diagnéstico microbiolégico. Esta permite una rapi-
da deteccion (pocos minutos) de un microorganismo aislado desde
un cultivo (18, 21) a través del andlisis de sus proteinas y posterior
blsqueda y comparacion de su espectro de proteinas en una base
de datos, donde se identifica el microorganismo a nivel de género
y especie. Recientes estudios han probado utilizar esta metodologia
directamente desde la muestra con resultados promisorios (21).
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2. Diagnéstico microbiolégico indirecto

El diagndstico microbiolégico indirecto o estudio serologico permite
detectar indirectamente un agente patégeno a través de los anticuer-
pos especificos producidos por el hospedero frente a dicho patégeno.
Ademés permite diferenciar una infeccién primaria de una reinfeccién o
infeccion cronica, debido a que la respuesta seroldgica en cada una de
estas situaciones es diferente. Las técnicas empleadas para la detec-
cién de anticuerpos utilizan antigenos conocidos, que se uniran de for-
ma especifica a los anticuerpos presentes en la muestra del paciente.
Los laboratorios de microbiologia utilizan principalmente las técnicas de
ELISA, inmunofluorescencia indirecta y de floculacion (7, 15, 22). La técnica
de floculacion es utilizada para realizar las pruebas de VDRL y RPR, para
diagnosticar infeccion por Treponema pallidum, una bacteria que no es
cultivable. El VDRL detecta el anticuerpo anti-T. pallidum, a través de un
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