Capitulo 6

DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

* Antecedentes histéricos
* Panor ama actual
*Per spectivas

ANTECEDENTESHISTORICOS

En el siglo XVII el ser humano engrandecié sustancialmente su
concepcidén del cosmos al aplicar los principios elementales de la
Optica e inventar un par de instrumentos que amplificaron su vision.
En el afio de 1608 Galileo inicia sus observaciones astrondmicas a
través del telescopio mientras que en 1675 Anthony Van Leeuwen-
hoek, un mercader holandés aficionado al pulimento de lentes lo-
gra crear un microscopio capaz de incrementar hasta 200 veces el
tamafio original. Con este instrumento Leeuwenhoek examinaba
todo tipo de objetos de manera indiscriminada y describia cuanto
veia en minucioso detalle en una serie de cartas dirigidas a la “Ro-
yal Society” de Londres. A través de sus lentes Leeuwenhoek des-
cubrié los espermatozoides, los hematies y hasta llega a ver fluir la
sangre en los capilares de la cola de los renacuajos. En 1676 rea-
liza un descubrimiento cardinal para la microbiologia al observar la
presencia de una gran cantidad de “animalitos” en el agua estanca-
da. Analiza también las células del fermento y llegando al limite del
poder amplificador de sus lentes describi6 los “gérmenes” que hoy
conocemos como protozoarios y bacterias.
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AnthonyVan
Leeuwenhoek.

EIl microscopio
Dibujo: Nora Souza

Un siglo més tarde en el afio de 1860, se pudo establecer el
nacimiento de la microbiologia gracias a los trabajos de Pas-
teur, los cuales desecharon las ideas del surgimiento de la vida
por generacion espontanea y establecieron la relacion inequi-
voca entre los microorganismos y la enfermedad. Quince afios
después en 1875 Robert Koch establecio los postulados sobre
los cuales se basa la bacteriologia:

Telescopio. Galileo
1564-1642
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Louis Pasteur 1822-1895.
Microbiologia
Dibujo: Nora Souza

El microorganismo se debe encontrar regularmente en las
lesiones que produce la enfermedad.

El agente causal debe aislarse en un medio de cultivo puro.
La inoculacion del agente causal en animales de experimen-
tacion debe ser capaz de reproducir las lesiones caracteristi-
cas de la enfermedad.

El microorganismo se debe encontrar en las lesiones del ani-
mal inoculado.

Roberto Koch 1843-1910.
Premio Nobel

de Medicina 1905
Dibujo: Nora Souza
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Los postulados de Koch hicieron hincapié, en dos aspectos
fundamentales:

» Elaislamiento e identificacion del agente etiolégico.
» La caracterizacion especifica de las lesiones.

Gracias a los estudios de Jenner (1797), Metchnikoff (1881),
Koch (1882) y de Pasteur (1885), se logra establecer que el pa-
ciente es capaz de responder a la agresién en forma inespecifi-
ca através de la respuesta inflamatoria y de manera especifica
a través de la inmunidad. Esto permitié al propio Koch (1890)
plantear la posibilidad de desarrollar una vacuna contra la tuber-
culosis y aunque se fracasa en el intento de proteger al suscep-
tible, sus experimentos permitieron apoyar el diagndstico por
medio de la prueba de la tuberculina.

Al cabo de seis afios, Widal (1896) describi6 las reacciones
serolégicas para el diagnéstico de la fiebre tifoidea poniendo de
manifiesto la participacién de un elemento humoral del sistema
inmune; del mismo modo Wasserman desarrolla el serodiag-
néstico de la sifilis en el afio de 1906.

La primera mitad del siglo XX fue fructifera particularmente
en lo relacionado a terapia antimicrobiana. Ehrlich fue el pionero
al desarrollar el tratamiento de tripanosomiasis y de la sifilis

A. Fleming 1881-1955.
Premio Nobel

de Medicina 1945.
Dibujo: Nora Souza
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(1907-1908); mas tarde Fleming destacé por el descubrimiento
de la penicilina en 1928 seguido por Domagk quien descubri6
las sulfamidas en 1939 y Waksman quien inicia la era de los
aminoglucésidos al descubrir la estreptomicina en 1944,

Por mas de trescientos afios el desarrollo de la cienciay de la
técnica ha sido fértil en infectologia, bacteriologia, micologia,
antisepsia, antibiéticos, inmunologia, virologia y genética.

“Del microscopio 6ptico a la reaccién de polimerasa en cadena”
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1882
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Leeuwenhoek
Jenner

Robin

Pasteur
Semmelweiss
Lister

Koch
Metchnikoff
Koch

Gram

Pasteur

Koch

Posadas
lwanosky
Busse

Widal

Von Behring
Wasserman
Darling

Ehrlich

Ehrlich

Carrel
Landsteiner
Calmette/Guerin
Fleming
Knoll/Ruska
Tiselius/Kabat
Domagk
Waksmann
Yalow/Benson
Watson/Crick
Kornberg
Salk/Sabin
Nakane/Pierce
Kleppe/Khorana
Engvall
Kohler/Milstein
Gallo/Montaigne
Mullis

Microscopia Optica

Vacuna contra viruela
Aislamiento de Candida albicans
Relacién microbio enfermedad
Profilaxis de fiebre puerperal
Antisepsis con fenol

Postulados microbiolégicos
Leucocitos y fagocitosis
Descubrimiento de Mycobacterium tuberculosis
Tincién taxonémica

Vacuna contra la rabia
Diagnéstico con tuberculina
Coccidioidomicosis

Virus de la hoja del tabaco
Descripcion de cryptococosis
Serologia de tifoidea

Antitoxina diftérica

Reacciones seroluéticas
Descripcion de histoplasmosis
Tratamiento de tripanosomas
Trata sifilis con salvarsan

Cultivo de células in vitro
Antigenicidad con haptenos
Vacuna BCG contra tuberculosis
Penicilina

Microscopio electronico
Electroforesis de proteinas
Sulfamidas

Estreptomicina
Radioinmunoanalisis

Estructura del DNA

DNA polimerasa

Vacunas contra polio

Ensayos inmunoenzimaticos
Amplificacion de DNA de levaduras
Pruebas ELISA

Hibridomas y Ac monoclonales
Descubrimiento virus HIV

PCR: reaccién de polimerasa en cadena
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Microscopia.
Leeuwenhoek 1632-1723.

PANORAMA ACTUAL

El laboratorio de microbiologia convencional tiene la responsa-
bilidad de realizar los estudios relacionados a las enfermedades
infecciosas. A diferencia de las otras secciones del laboratorio
se trabaja con sistemas vivos, dindmicos y los resultados son
mas cualitativos que cuantitativos. Las preguntas que general-
mente plantea el médico al laboratorio son:

¢ Existe una infeccioén en el paciente?

¢, Cudl es el agente causal?

¢ Bacteria, virus, parasito, hongo?

¢,Cudl es su susceptibilidad a los antimicrobianos?

El compromiso del laboratorio con el médico es el de propor-
cionarle la informacion que requiere en forma gradual conforme
se va generando en el proceso analitico a fin de que sea oportu-
na y trascendente. Hoy dia, la mayoria de los laboratorios de
microbiologia realizan el diagnéstico con elementos basicos:
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Albert Schwitzer 1875-1965.
Doctor en Medicina, Teologia, Filosofiay

T . MUsica.
1. Identificacion del microorganismo:

* Tinciones.
* Medios de cultivo.
* Pruebas bioquimicas.

2. Evaluacion a la susceptibilidad a los antimicrobianos

* Pruebas de difusion en placa.
* Pruebas de microdilucién en placa
* Pruebas de dilucion en tubo

Para obtener el maximo provecho del laboratorio microbioldgico
es indispensable que el médico cumpla las siguientes premisas:

. Aportar al laboratorio la informacion clinica indispensable.

. Tener conocimientos basicos de microbiologia clinica.

. Conocer las indicaciones y las limitaciones de las pruebas.
. Solicitar el estudio en forma precisa.

. Comunicarse constantemente con el laboratorio

. Alertar al laboratorio sobre patégenos raros.

. Tomar las muestras correctamente.

. Conocer los criterios de trabajo del laboratorio

. Prestar atencion a los resultados.

O©CoOoO~NOOOT,WNPE
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Las enfermedades infecciosas ocupan €l
primer lugar en morbimortalidad en €l
mundo.

RECUERDE

» Ninguna otra area del laboratorio clinico maneja una diversi-
dad de especimenes tan grande ni de manera tan amplia.

» En microbiologia el proceso de seleccion, coleccion y trans-
porte de muestras es mas complejo que en el resto de las
secciones del laboratorio. La calidad de la muestra es direc-
tamente proporcional a la calidad del resultado que se puede
obtener.

» Enninguna otra area resulta tan importante la buena comuni-
cacion entre el médico y el laboratorio.

» Elaislamiento de un germen no es suficiente para establecer
un diagnostico. Se requiere del criterio clinico para estable-
cer si se trata de una colonizacion, contaminacion o infec-
cién, respuestas que no pueden ser dadas por el laboratorio
en forma aislada.

* Una vez que el médico ha realizado el examen clinico del
paciente, el siguiente paso es el de la toma de muestras; esta
etapa puede tener diversos grados de complejidad, requiere
de conocimientos basicos, procedimientos adecuados que
consideren el motivo del estudio, el estadio clinico del pade-
cimiento y la utilizacion previa de antibioticos.
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ANTESDE LA TOMA DE MUESTRASESIMPORTANTE:

» Saber qué es lo que se esta buscando especificamente
» Saber como se toma la muestra ideal
» Comunicarse con el laboratorio para dar y obtener informacion

AL TOMAR LA MUESTRA ESIMPORTANTE:

» Tener conocimientos basicos de asepsia y antisepsia

+ Evitar contaminacién con floras saprofiticas

» Contar con los elementos indispensables: guantes, cubrebo-
cas, jeringas, hisopos, medio de transporte, laminillas, etc.
Buena iluminacion.

« Evitar el uso de hisopos secos en tubos supuestamente estériles.

CONSERVACIONY TRANSPORTE:

» Lamuestra se debe enviar al laboratorio de inmediato.
» Describir el estudio que solicita en forma especifica:

Solicitud de estudio microbiolégico

Espécimen: Liquido organico, absceso, LCR, etc.

Cultivo: Aerobios, anaerobios, micobacterias, hongos, etc.
Tinciones: Gram, Giemsa, Ziehl Neelsen, etc.

Antibiograma: Antibiéticos de cuadro basico o especiales.

ESTUDIO MICROBIOLOGICO Y REPORTE
DERESULTADOS

El tipo de procesamiento y el tiempo de incubacién depende en
gran medida de la informacion preliminar y de los hallazgos. En
general se puede completar un estudio en los siguientes lapsos:

Tiempo requerido para estudios microbiolégicos

Aerobios 2 a3 dias
Anaerobios 3 abdias
Hemocultivos 1a7dias
BAAR 1 a 8 semanas
Hongos 1 a 8 semanas
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Técnicamente el proceso analitico termina con la entrega de
los resultados, sin embargo desde el punto de vista clinico con-
tinda con la interpretacién del médico y con la toma de decisio-
nes. Se debe evaluar la consistencia de la informacién y decidir
si se trata de una colonizacién, contaminacion o infeccion. Ha-
bra que elegir entre iniciar o no la antibioticoterapia. El apoyo del
laboratorio puede extenderse también a estas etapas siempre
gue exista una comunicacién clara, amable y oportuna.

PERSPECTIVAS

La segunda mitad del siglo XX pasara a la historia de la medici-
na como la era en la que se dieron los primeros pasos en biolo-
gia molecular.

Avances fundamentales del siglo XX:

Electroforesis de proteinas (1937)

Descripcién del DNA (1953)

Surgimiento de los inmunoensayos (1967)

Sintesis de los anticuerpos monoclonales por hibridomas (1975)
Amplificacién del DNA por medio de la reaccion de polimerasa
en cadena (1985)

ESTRUCTURA DEL DNA
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La evolucién del conocimiento y de la técnica redunda en una
mayor disponibilidad de elementos y recursos para el estableci-
miento del diagndstico. A continuacién se enumeran y discuten
someramente los principales avances del laboratorio de micro-
biologia.

Microscopio

Citocentrifuga

Citometria de flujo
Taxonomia por pruebas rapidas
Medios de cultivo

Bioterio

Inmunodiagnéstico
Antibiogramas

Genética y biologia molecular
Biotecnologia

11. Informética

12. Robdtica

BOoo~NDUAWNE

1.- MICROSCOPIA:

A) Deluz: En fresco.
Campo oscuro.
Contraste de fases.

Tinciones.
B) Fluorescencia: Directa: tinciones.

Indirecta: inmunofluorescencia.
C) Electrénica: De transmisién

De barrido

El microscopio ha sido durante mucho tiempo el principal instru-
mento del laboratorio microbioldgico. La clasificacién de los micro-
organismos ha dependido de las diferencias morfologicas y propie-
dades tintoriales. El microscopio de luz, el de campo oscuroy el de
contraste de fases han sido de gran utilidad para el andlisis en
fresco del tamafio y de la forma, particularmente en el caso de
treponemas, espiroquetas, protozoarios y para el estudio de las
formas vegetativas en los microcultivos micol6gicos.

En la utilizacién de las tinciones y de los colorantes, destaca la
tincion de Gram por ser la preferida para la clasificacion de la
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mayoria de las bacterias; del mismo modo la tincién de Ziehl Ne-
elsen es la méas adecuada para el estudio de las micobacterias
por su cualidad de resistir la acidez. Existen tinciones fluorescen-
tes tales como la de naranja de acridina y las de auramina fenol,
las cuales pueden utilizarse en forma directa 0 acopladas a anti-
cuerpos dando como resultado la inmunofluorescencia, la cual
se caracteriza no sélo por su gran sensibilidad sino también por
una alta especificidad. La tincién verde de malaquita es particu-
larmente (til para observar esporas de Clostridium sp.

El poder de resolucion del microscopio de luz es irrevocable-
mente limitado ya que con la iluminacién habitual no pueden
separarse netamente como entidades distintas a dos objetos
gue se encuentren separados por menos de 0.2 micras. El mi-
croscopio electrénico en cambio tiene un poder de resolucion
de una milésima de micra = 0.001u. Con este instrumento es
posible conocer en detalle la ultraestructura de los organelos
intracelulares de los microorganismos mas grandes (parasitos,
hongos y bacterias) ademas de poderse visualizar los virus.

2.CITOCENTRIFUGA:

La citocentrifugacion surgié en el laboratorio a mediados de la
década de los sesenta. Este instrumento se utiliza para concen-
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trar especimenes, particularmente liquidos organicos y prepa-
rar laminillas para evaluacion en el laboratorio. Después de pro-
cesar las muestras, se obtiene un sedimento de aproximada-
mente 6 mm de diametro consistente en una monocapa de cé-
lulas y microorganismos bien preservados y desplegados.

Las aplicaciones de esta tecnologia son mltiples, ya que se
puede concentrar muestras de practicamente cualquier liquido
organico en cuestidon de minutos para estudios citol6gicos y mi-
crobiolégicos, los cuales pueden ser sometidos a microscopia
de luz, microscopia electronica, citoquimica, clonacion, etc. La
citocentrifuga ademas de ser extremadamente (til en el estudio
de bacterias, hongos, parasitos y virus, se ha utilizado para el
diagndstico citolégico de Papanicolaou, hematologia, genética,
andlisis de cristales, etc.

Enresumen, la citocentrifuga es una herramienta que sin duda
esta ganando una rapida aceptacién en los laboratorios clini-
Cos.

3.CITOMETRIA DE FLUJO

Directa: Contadores de particulas.
Indirecta: Mediada por anticuerpos.

Los contadores de particulas se utilizan en el laboratorio clinico
particularmente en el area de hematologia donde sin duda han
tenido un gran impacto en la realizacion de la biometria hemati-
ca, siendo capaces en la actualidad de hacer un analisis com-
pleto de la férmula roja, cuenta total de leucocitos, andlisis dife-
rencial de la férmula blanca, ademéas de nimero y tamafio de
plaguetas. Con un fundamento semejante, se han desarrollado
instrumentos capaces de contar bacterias. Estos instrumentos
encuentran su principal aplicacién en la deteccién de piuria y
bacteriuria, permitiendo hacer un escrutinio de qué orinas ame-
ritan cultivo microbiolégico y cuéles pueden ser como negativas
a priori con una confiabilidad determinada a través del valor pre-
dictivo negativo de 99%, sobre todo cuando la piuria se encuen-
tra en niveles de > 50 leucocitos/mm?. Hay que reconocer que el
urocultivo es el procedimiento que con mayor frecuencia se so-
licita a los laboratorios de microbiologia, de ahi que este instru-
mento sea extremadamente Util. De acuerdo a reportes de la
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literatura, la utilizacién de esta tecnologia puede llegar a reducir
hasta 80% de los urocultivos. Los citometros de flujo permiten
una alta prediccién de los cultivos que tendran > de 100,000
UFC/mL, ademas de poder discriminar los casos en los que
existe contaminacion de la muestra. La utilizacion de estos ins-
trumentos incrementa la confiabilidad y sobre todo la rapidez
del diagnéstico.

En funcién de los resultados obtenidos con estos contadores
de particulas, ya se han iniciado ensayos mediados por an-
ticuerpos, analogos a los de la inmunofluorescencia indirecta
con promesa de incursionar en el laboratorio clinico en los
afios venideros.

4. TAXONOMIiA POR PRUEBASRAPIDAS

Ademas de poder identificar a los microorganismos con bases
morfoldgicas, en microbiologia se realizan una serie de pruebas
taxonémicas dependientes del metabolismo, capacidad de sin-
tesis y cualidades de reproduccion que por su rapidez, bajo costo
y suficiente especificidad son ampliamente aceptadas. Estas
pruebas permiten diferenciar a los géneros patégenos de los
saprofiticos, los cuales aunque menos virulentos no deben ser
subestimados, ya que esta bien demostrado que se pueden com-
portar como oportunistas, particularmente en casos de pacien-
tes inmunocomprometidos.

Taxonomia microbiolégica por medio de pruebas rapidas

» Coagulasa: Diferenciacion de estafilococos
 Catalasa: Diferenciacién de estreptococos

« Indol: Identificacion de E. coli

« Sales biliares: Identificacién de neumococo

* Filamentacion suero: Identificacién de Candida albicans

5.MEDIOSDE CULTIVO

La posibilidad de cultivar a los microorganismos en medios
artificiales (bioguimicos y celulares) representa un avance sig-
nificativo en medicina. Los primeros cultivos fueron logrados por
Pasteur en medios liquidos, siendo Robert Koch el primero en
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realizarlos en medios sélidos. Estos Ultimos tienen la gran ven-
taja de permitir el aislamiento del agente causal para someterlo
a una serie de pruebas bioquimicas taxonémicas capaces de
identificarlos, asi como para evaluar la susceptibilidad a los an-
timicrobianos.

Alexis Carrel fue el pionero en cultivos celulares, los cuales
han demostrado una gran utilidad, particularmente en virologia.

Sobre la base del desarrollo tecnoldgico actual se dispone de
instrumentos computarizados capaces de evaluar la curva de cre-
cimiento bacteriano, identificar las bacterias, evaluar la suscepti-
bilidad a los antimicrobianos con base en la concentracion inhibi-
toria minima (MIC) y generar un reporte completo para el médico
tratante, la farmacia y el Comité de Infecciones y finalmente al-
macenar toda la informacion para fines epidemiolégicos.

Cualidades de los medios de cultivo

Medios de cultivo Cualidad

1.- Transporte y enriquecimiento: Nutrientes y anticoagulantes
Inhibidores de antibioticos y de
fagocitosis.

2. Inhibidores selectivos: Resinas y antibiéticos

EH (anaerobios)
Complementos (hemina/menadiona)

3. Bioquimicas diferenciales: Fermentacion carbohidratos,
Sustratos proteicos.

4. Sistemas de deteccion: pH, C*, turbidez , impedancia

5. Cultivos celulares (virus): Efectos citopaticos y citoliticos

6.INOCULACION DE ANIMALES

El bioterio del laboratorio clinico fue un elemento indispensable
hasta hace relativamente poco tiempo. Con el advenimiento de
las nuevas tecnologias este recurso se ha transformado en pres-
cindible en la mayoria de los casos. Sin embargo, es indudable
que en los laboratorios mas especializados y en los centros de
investigacion seguiran desempefiando un papel fundamental.
Hay que destacar que la Ginica manera efectiva de cumplir con
los postulados de Koch es contando con este valioso recurso;
adicionalmente es posible obtener suero del animal inoculado
en diversas etapas para realizar pruebas serolégicas de “fase
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aguda” y “fase convalesciente” y de esta manera cuantificar la
respuesta inmunoldgica.

» Demostracién de agente causal.
» Histopatologia de las lesiones.
» Demostracién de la respuesta inmune.

7. INMUNODIAGNOSTICO

» Deteccion del antigeno.
» Cuantificacion de anticuerpos (IgG/IgM)
* Intradermorreacciones.

Inmunoenzayos: La evolucién de las pruebas inmunolégicas
se ha caracterizado por un incremento constante en sensibili-
dad y especificidad. Los primeros ensayos, dentro de los que
destacan las pruebas de aglutinacién y precipitacién eran capa-
ces de medir en miligramos; mas tarde la inhibicién de la he-
moaglutinacién y la fijacién de complemento permitieron detec-
tar hasta un nivel de microgramos. El limite actual con radioin-
munoensayo y las pruebas inmunoenziméaticas esta en el orden
del pico y de los femtogramos. Al igual que como ocurrié con el
descubrimiento del microscopio electrénico, la capacidad de
medicién se expandi6 en un millén de veces.

Antigenos: La demostracion de antigenos microbianos en li-
quidos organicos, sangre, tejidos, etc., son una alternativa Util a
la observacion microscopica y a los cultivos, sobre todo por las
ventajas de su rapidez, el no requerir del microorganismo vivo,
alta sensibilidad y especificidad. El nimero de métodos disponi-
bles se ha incrementado significativamente; en la actualidad se
dispone de pruebas de aglutinacion, coaglutinacion, contrain-
munoelectroforesis, radioinmunoanalisis, inmunofluorescencia y
ELISA para detectar bacterias, hongos, parasitos y virus de la
mas diversa indole.

Anticuerpos:. La demostracion de anticuerpos IgG/IgM por
medio de los inmunoensayos representa un avance significativo
en el diagnéstico de enfermedades infecciosas, ya que elimina
al menos en la mayoria de los casos, la necesidad de contar
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con muestras pareadas de fase aguda y de fase convalesciente.
La interpretaciéon de los resultados depende en principio de la
presencia de sintomatologia en el paciente, ademas de las com-
binaciones resultantes de la realizacion de los dos estudios.

Interpretacion de pruebas inmunolégicas

Asintomatico IgM 19G Interpretacion
Neg Neg Susceptible
Pos Neg Infeccién reciente
Pos Pos Infeccién subyacente
Neg Pos Inmune
Sintomatico IgM 1gG Interpretacion
Neg Neg Otro diagndstico o anergia
Pos Neg Enfermedad aguda
Pos Pos Enfermedad activa
Neg Pos Enfermedad crénica

Pruebas cutaneas: Las intradermorreacciones son Utiles para
establecer el antecedente de exposicion a un antigeno, evaluar
la respuesta inmune celular y en consecuencia apoyar el diag-
ndéstico de una enfermedad infecciosa. Sobre la base de estas
pruebas se puede establecer el diagnostico de anergia cuando
existe ausencia total de reactividad cutanea a una bateria de
antigenos comunes. En la actualidad se cuenta con una serie
de pruebas que se pueden aplicar en forma aislada o simulta-
nea dentro de las que destacan: tuberculina (PPD), histoplasmi-
na, coccidioidina, candidina, tétanos, difteria, estreptococo, tri-
cofiton, proteus, varidasa, etc. Unaintradermorreaccion positiva
no es suficiente evidencia para establecer el diagnéstico defini-
tivo de infeccion activa.

8. ANTIBIOGRAMAS

» Pruebas de difusion en placa: Kirby Bauer.
* Pruebas en medios liquidos: concentracion inhibitoria minima.
» Analisis sérico bactericida
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Hace mas de 50 afios que se inici6 el uso de sulfonamidas y
otros antimicrobianos en medicina . A partir de entonces mas
de 100 drogas han sido usadas y muchas mas surgen cada
afio. Aunque los antibioticos representan uno de los mas gran-
des logros de la ciencia, han sido incapaces de erradicar las
infecciones de la faz de la tierra como algunos optimistamente
pronosticaron. Esto se debe en gran medida a la habilidad de
los microorganismos para desarrollar resistencia, fenémeno que
por si mismo ha sido tan importante como el surgimiento de
los antibidticos.

El uso de medicamentos en microorganismos resistentes
puede tener efectos desastrosos. Para contrarrestar este feno-
meno los clinicos utilizan combinaciones de antibidticos dentro
de los que incluyen un beta lactamico, un aminoglicésido y un
macrolido, con resultados impredecibles.

Existen diversas maneras de valorar la susceptibilidad mi-
crobiana a los antibiéticos . En 1972 la Food and Drug Admi-
nistration y en 1975 el National Committee for Clinical Labora-
tory recomendaron el método de Kirby Bauer para todos los
laboratorios de los Estados Unidos, siendo adn en la actuali-
dad el método mas ampliamente utilizado. Los problemas que
se presentan al estudiar la susceptibilidad dependen de multi-
ples factores, entre los que destacan la gran demanda del es-
tudio, el gran nimero de microorganismos por evaluar, el au-
mento de drogas disponibles, etc., de ahi que se deba tener un
control adecuado de la calidad. El médico al recibir los resulta-
dos debe tener en mente que lo que el laboratorio hace es
determinar la susceptibilidad de un microorganismo especifi-
€0 a una droga especifica en una dosis especifica. El estudio
no permite determinar la tolerancia del paciente al medicamento
ni su capacidad de penetracion a los sitios de infeccion (v. gr.
abscesos).

Con el surgimiento de la automatizacién estd aumentando la
disponibilidad de estudios de concentracion minima inhibitoria
(MIC) sin embargo, aun son pocos los laboratorios que la reali-
zan de rutina para todas las cepas aisladas y por otra parte los
clinicos se confunden facilmente al sustituir los («g/mL) por el
tradicional “Susceptible = S”, “Resistente = R” 0 “Susceptibilidad
Intermedia = SI”.
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Los estudios de laboratorio han demostrado la presencia de
plasmidos de resistencia transferibles que hacen prever que en
un futuro, en vez de realizar las pruebas de Kirby Bauer y la
determinacion de las concentraciones inhibitorias minimas (MIC),
estaremos recurriendo al genoma para establecer la susceptibi-
lidad de los microorganismos.

9. GENETICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

» Reaccién de polimerasa en cadena (PCR).
» Electroforesis.
 Hibridacion.

En 1953, un fisico inglés y un bioquimico norteamericano,
Francis Crick y James Watson, respectivamente, reunieron toda
la informacion disponible para elaborar un modelo revolucio-
nario de las moléculas de acidos nucleicos —un modelo que
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se representd como una doble hélice de bases puricas y piri-
midicas enlazadas en cadenas paralelas por medio de azuca-
res y fosfatos dando como resultado los acidos desoxirribonu-
cleicos conocidos como DNA. El modelo de Watson y Crick
permite explicar —entre muchas otras cosas— cémo puede
un cromosoma duplicarse a si mismo en el proceso de la divi-
sion celular.

Reaccion de polimerasa en cadena: La amplificacion in vitro
de un fragmento especifico de DNA (sondas) por medios enzi-
maticos (DNA-Polimerasa) representa una poderosa herramien-
ta de la tecnologia molecular con multiples aplicaciones en to-
das las areas de la microbiologia (virus, bacterias, hongos y
parasitos). La amplificacion del DNA permite incrementar la
sensibilidad y la especificidad del diagndstico. Por medio de
esta tecnologia es posible reproducir un billon de copias de
una molécula de DNA en cuestion de horas. El estudio de las
secuencias de DNA permite, ademas de identificar al agente
causal de la enfermedad, establecer su virulencia y suscepti-
bilidad al tratamiento. Adicionalmente la PCR tiene gran impor-
tancia clinica en oncologia, hematologia, endocrinologia, me-
dicina legal, biologia etc. En 1989 la revista Science considero
gue se trata del descubrimiento de la década y predijo que la
aplicacién de esta herramienta alteraria el curso de la historia
de la medicina.

Electroforesis: En 1937 Tiselius y Kabat perfeccionaron la se-
paracion de las proteinas en un campo eléctrico logrando asi el
andlisis de la heterogeneidad de las moléculas. De esta técnica
han derivado una gran cantidad de métodos dentro de los que
destacan la electroforesis de zona en acetato de celulosa, elec-
troforesis de alta resolucion en agarosa, contrainmunoelectrofo-
resis, radioinmunoelectroforesis, electroinmunodifusion y mas
recientemente la electroinmunotransferencia de la que existen
tres versiones: Western Blott (DNA-Anticuerpos), Northern Blott
(RNA-DNA) y Southern Blott (DNA-DNA) las cuales han sido de
gran utilidad en microbiologia al conjuntarse con las técnicas de
hibridizacion.

Hibridacion: La hibridacion de los &cidos nucleicos se refie-
re esencialmente al desarrollo de cualquier prueba capaz de
detectar la presencia de un segmento especifico de DNA o de
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RNA utilizando una “sonda” complementaria a las bases puri-
casy pirimidicas y marcada ya sea por medio de material radio-
activo, quemiluminiscente o enzimatico. Hace cerca de 20 afios
gue por primera vez se clonaron segmentos de DNA paraiden-
tificar microorganismos de importancia clinica en los laborato-
rios de investigacion basica. En un principio muchos predije-
ron una rapida expansion a los laboratorios clinicos, sin em-
bargo la realidad es que el avance ha sido relativamente lento
utilizandose principalmente en los centros médicos mas desa-
rrollados. Las pruebas resultan laboriosas y caras en la actua-
lidad cuando se les compara con las deméas metodologias ac-
tualmente disponibles, de ahi que alin estemos en espera de
un impacto real el cual muy probablemente se desarrollara en
los préximos afos.

10. BIOTECNOLOGIA

Se trata de la disciplina que se encarga de la produccion de bie-
nes y servicios a partir de sistemas biol6gicos o sus productos.
Por procedimientos biotecnolégicos se generan procesos para la
produccion industrial de aminoacidos, enzimas, proteinas, anti-
bidticos, hormonas, anticuerpos, etc., empleando células micro-
bianas, vegetales o de animales. Estas actividades son conside-
radas en los medios cientificos, politicos y sociales, nacional e
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internacionalmente como de maxima prioridad, pues la biotecno-
logia ha abierto alternativas para el bienestar de la vida humanay
posiblemente para su supervivencia.

Anticuerpos monoclonales: En 1975 Kohler y Milstein descri-
bieron la manera de producir anticuerpos monoclonales a partir
de hibridomas de ratén mantenidos en cultivo celular. Los hibri-
domas se obtienen fusionando células de mieloma de ratn con
linfocitos B procedentes del bazo de un raton inmunizado. Des-
de su descubrimiento inicial los anticuerpos monoclonales han
sido una herramienta importante en diagnostico y actualmente
desempefian un importante papel en el desarrollo de mejores
reactivos para el diagnostico microbioldgico.

La amplificacién del DNA, la hibridizacién de los acidos nu-
cleicos, las técnicas de electroforesis y la preparacién de los
anticuerpos monoclonales son los avances mas significativos
de la biologia molecular.

11. INFORMATICA

» Bases de datos:
- Interpretacion de pruebas bioquimicas.
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Anticuerpos monoclonales

- Utilizacion de antibioticos.
- Epidemiologia intrahospitalaria.

« Sistemas expertos:
- Apoyo en diagnéstico y en toma de decisiones.
- Andlisis de informacion en historia clinica.
- Correlacion de datos.
- Teorema de Bayes y valor predictivo positivo.

12. ROBOTICA

» Manejo de especimenes.

» Incremento en eficienciay eficacia en la realizacion de pruebas.
» Eliminacion de riesgos para el personal.

» Eliminacién de contaminacién de pruebas.

Hace mas de 20 afios que surgi6 la robética y la informética
en los laboratorios de quimica y hematologia clinica, sin em-
bargo no fue sino hasta finales de la década de los ochenta del
siglo pasado cuando se hicieron los primeros prototipos para
microbiologia. El efecto esperado en esta area, ademas de in-
crementar la confiabilidad, la eficiencia, la rapidez y la produc-
tividad, serd aumentar la seguridad del personal expuesto a
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agentes patdgenos y por ende de adquirir infecciones en el
desempefio de sus labores, ademas de asesorar a los médi-
cos en la toma de decisiones.

CONCLUSION

Resulta evidente que la biologia molecular representa una he-
rramienta poderosa en el diagndstico y monitoreo de los pacien-
tes en la pr6xima década. La mayoria de estas técnicas pronto
deberan ser realizadas rutinariamente en el laboratorio clinico.
El progreso en la instrumentacion, la informatica y la robdtica,
facilitan el paso de estas metodologias desde el laboratorio de
investigacién basica hacia el laboratorio de patologia clinica. La
amplia aplicacion de estas herramientas seréa el resultado de su
gran sensibilidad, especificidad, velocidad y bajo costo. Aun cuan-
do existe debate sobre los aspectos éticos de la utilizacion de
las tecnologias recombinantes del DNA, estas pruebas estan
destinadas a jugar un papel central en el estudio de la enferme-
dad hasta transformarse en una herramienta indispensable en
el ejercicio de la patologia como especialidad médica.
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