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Resumen

Antecedentes: El laboratorio clinico es el espacio fisico don-
de se efectlia gran diversidad de procedimientos médicos, cien-
tificos, técnicos, etc., que en conjunto representan un valioso
recurso de la clinica al documentar el estado de salud (medi-
cina preventiva) o de enfermedad (medicina curativa). La ra-
z6n por la que el médico envia al paciente al laboratorio es
s6lo una: necesita informacion para tomar decisiones adecua-
das. El clinico observa en el paciente una serie de manifesta-
ciones clinicas, signos y sintomas que para poder cuantificar
deben ser traducidos a datos concretos para la toma de deci-
siones diagndsticas, pronosticas y terapéuticas. Objetivo: Re-
visar la historia de la microbiologia clinica para valorar los re-
cursos actuales y estimar su evolucion presente y futura. Mé-
todo: Se trata de un articulo de revision de la literatura. Re-
sultados: Los estudios de microbiologia tienen la caracteris-
tica particular de ser eminentemente etioldgicos, lo cual per-
mite brindar el tratamiento especifico, generando un impacto
significativo en la humanidad. El laboratorio de microbiologia
clinica ha tenido una evolucion de varios siglos, desde el surgi-
miento del microscopio hasta el advenimiento de la
inmunologia, ingenieria genética y biologia molecular, la cual
se ha ido ampliando gradualmente hasta abarcar bacterias,
hongos, parasitos y virus. Discusién: El diagndstico clinico es
el punto critico mas importante en la atencion médica, ya que
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Summary

Background: Clinical Laboratory is the physical space where
several medical, scientific and technological procedures are
developed. It represents a valuable medical tool for health
evaluation (preventive medicine) and disease management
(healing medicine). Physicians request tests for a single reason.
They need reliable information in order to take proper
decisions. Clinicians observe several manifestations on patients,
including signs and symptoms that must be translated and
quantified in order to make diagnosis, prognosis and treatment.
Obijective: To review clinical microbiology history in order to
evaluate present resources and to estimate future applications.
Methodology: This document is a review of previously
published medical literature. Results: Microbiological studies
have the particular characteristic of etiological approach. In
consequence they allow specific treatment with a significative
impact on humanity. Microbiology labs have evolved for several
centuries from the microscope invention to the immunology,
genetic engineering, and molecular biology development, that
has been expanding while covering bacteria, fungus, parasites,
and virus. Discussion: Each day it is becoming more evident
that clinical diagnosis is the cornerstone of medical attention,
since prognosis and treatment depend heavily on it. Depending
on recent scientific and technological developments better
tests are developed constantly. Even when clinical laboratories
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de él depende el prondstico y el tratamiento. Aunque el labo-
ratorio juega un papel central en el diagnéstico, debemos re-
conocer que se trata de un ejercicio multidisciplinario en el
que la clinica sospecha, los gabinetes apoyan y los laborato-
rios confirman o descartan. Gracias al desarrollo cientifico y
tecnoldgico de nuestra era, constantemente surgen mas y
mejores procedimientos diagndsticos. Al introducir nuevas
pruebas, se eliminan las que se hacen obsoletas, por lo que es
indispensable evaluar sus ventajas y sus limitaciones. La tarea
de los profesionales del laboratorio clinico debe ser propiciar
un mejor, y no sélo mayor, uso de las pruebas.

Antecedentes historicos

En el siglo XVII el ser humano engrandecio
sustancialmente su concepcion del cosmos al
aplicar los principios elementales de la Optica e in-
ventar un par de instrumentos que amplificaron su
vision. En el afio de 1608 Galileo inicia sus obser-
vaciones astrondmicas a través del telescopio mien-
tras que en 1675 Anthony Van Leeuwenhoek, un
mercader holandés aficionado al pulimento de len-
tes logra crear un microscopio capaz de incremen-
tar hasta 200 veces el tamarfio original. Con este
instrumento Leeuwenhoek examind todo tipo de
objetos de manera indiscriminada y describié cuan-
to veia en minucioso detalle en una serie de cartas
dirigidas a la Royal Society de Londres. A través de
sus lentes Leeuwenhoek descubrio los esperma-
tozoides, los hematies y hasta llegd a ver fluir la
sangre en los capilares de la cola de los renacuajos.
En 1676 realiza un descubrimiento cardinal para la
microbiologia al observar la presencia de gran can-
tidad de “animalitos” en el agua estancada. Anali-
z6 también las células del fermento y en el limite
del poder amplificador de sus lentes describi6 los
“gérmenes” que hoy conocemos como protozoa-
rios y bacterias.

Un siglo més tarde en el afio de 1860 se pudo
establecer el nacimiento de la microbiologia gra-
cias a los trabajos de Pasteur los cuales desecha-
ron las ideas del surgimiento de la vida por gene-
racion espontanea y establecieron la relacion in-
equivoca entre los microorganismos y la enferme-
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play a central role on clinical diagnosis it should be understood
that this is a multidisciplinary process where physicians suspect,
departments support and laboratories reject or confirm.
During the introduction of new tests, older ones become
obsolete and should be discarded depending on benefits and
limitations An important labor of clinical laboratory
professionals is to promote a better and not only an expanded
use of lab tests.

dad. Quince afios después en 1875 Robert Koch
estableci6 los postulados sobre los cuales se basa
la bacteriologia:

= Elmicroorganismo se debe encontrar regularmen-
te en las lesiones que produce la enfermedad.

= El agente causal debe aislarse en un medio de
cultivo puro.

< Lainoculacién del agente causal en animales de
experimentacion debe ser capaz de reproducir
las lesiones caracteristicas de la enfermedad.

= El microorganismo se debe encontrar en las le-
siones del animal inoculado.

Los postulados de Koch hicieron hincapié en dos
aspectos fundamentales:

= El aislamiento e identificacion del agente
etioldgico.
= La caracterizacion especifica de las lesiones.

Gracias a los estudios de Jenner (1797),
Metchnikoff (1881), Koch (1882) y Pasteur (1885)
se logré establecer que el paciente es capaz de
responder ala agresion en forma inespecifica a tra-
vés de la respuesta inflamatoria y de manera espe-
cifica a través de lainmunidad. Esto permiti6 al pro-
pio Koch (1890) plantear la posibilidad de desa-
rrollar una vacuna contra la tuberculosis y aunque
fracaso en el intento de proteger al susceptible sus
experimentos permitieron apoyar el diagnéstico
por medio de la prueba de la tuberculina.
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Al cabo de seis afios, Widal (1896) describi6 las
reacciones seroldgicas para el diagnéstico de la fie-
bre tifoidea y puso de manifiesto la participacién
de un elemento humoral del sistema inmune, del
mismo modo Wasserman desarrollé el serodiag-
nostico de la sifilis en el afio de 1906.

La primera mitad del siglo XX fue fructifera par-
ticularmente en lo relacionado a terapia antimi-
crobiana. Ehrlich fue el pionero al desarrollar trata-
mientos contra la tripanosomiasis y la sifilis (1907-
1908); més tarde, en 1928 Flemming se destaco por
el descubrimiento de la penicilina seguido por
Domagk quien descubri6 las sulfamidas en 1939 y
Waksman que inicio 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 Optico a la reaccion de polime-
rasa en cadena

1673 Leeuwenhoek
1797 lenner

Microscopia Optica
Vacuna contra la viruela

1853 Robin Aislamiento de Candida
albicans

1860 Pasteur Relacién microbio
enfermedad

1861 Semmelweiss Etiologia y profilaxis de la
fiebre puerperal
Antisepsis con fenol
Postulados
microbiol6gicos

Leucocitos y fagocitosis

1866 Lister
1875 Koch

1881 Metchnikoff

1882 Koch Descubrimiento de Myco-

bacterium tuberculosis
1884 Gram Tincion taxondmica
1885 Pasteur Vacuna contra la rabia
1890 Koch Diagnostico con

tuberculina
Coccidioidomicosis
Virus de la hoja del tabaco

1892 Posadas
1892 Iwanosky

1894 Busse Descripcién de
criptococosis
1896 Widal Serologia de la tifoidea

Antitoxina diftérica
Reacciones seroluéticas

1901 Von Behring
1906 Wasserman

1906 Darling Descripcién de la
histoplasmosis

1907 Ehrlich Tratamiento de
tripanosomiasis

1908 Ehrlich Tratamiento de sifilis con
salvarsan

1912 Carrel Cultivo de células in vitro

1920 Landsteiner Antigenicidad con
haptenos
1921 Calmette-Guérin Vacuna BCG contra la
tuberculosis
Penicilina
Microscopio electronico
Electroforesis de
proteinas
Sulfamidas
Estreptomicina
Radioinmunoanalisis
Estructura del DNA
DNA polimerasa
Vacunas contra la polio
Ensayos
inmunoenzimaticos
1969 Kleppe/Khorana Amplificacion de DNA de
levaduras
Pruebas ELISA
Hibridomas y anticuerpos
monoclonales
1983 Gallo/Montaigne Descubrimiento virus HIV
1985 Mullis PCR: Reaccion de
polimerasa en cadena

1928 Flemming
1933 Knoll/Ruska
1937 Tiselius/Kabat

1939 Domagk
1944 Waksman
1950 Yalow/Benson
1953 Watson/Crick
1955 Kornberg
1957 Salk/Sabin
1967 Nakane/Pierce

1971 Engvall
1975 Kohler/Milstein

Panorama actual

El laboratorio de microbiologia convencional tiene
la responsabilidad de realizar los estudios relacio-
nados a las enfermedades infecciosas. A diferencia
de las otras secciones del laboratorio se trabaja con
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sistemas vivos, dindmicos y los resultados son méas
cualitativos que cuantitativos. Las preguntas que
generalmente plantea el médico al laboratorio son:

1. ;Existe una infeccién en el paciente?

2. ;Cual es el agente causal? Bacteria, virus, paréasi-
to, hongo?

3. ¢Cudl es su susceptibilidad a los antimicrobianos?

El compromiso del laboratorio con el médico
es proporcionarle la informacion que requiere en
forma gradual conforme se va generando en el pro-
ceso analitico a fin de que sea oportuna y trascen-
dente. Hoy dia, la mayoria de los laboratorios de
microbiologia realizan el diagnostico con elemen-
tos bésicos:

1. Identificacion del microorganismo:

= Tinciones.
= Medios de cultivo.
= Pruebas bioguimicas.

2. Evaluacion de la susceptibilidad a los antimi-
crobianos

= Pruebas de difusion en placa.

Para obtener el méximo provecho del labora-
torio microbioldgico es indispensable que el médi-
co cumpla las siguientes premisas:

1. Aportar al laboratorio la informacion clinica in-
dispensable.

2. Tener conocimientos basicos de microbiologia
clinica.

3. 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.

0o N O
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9. Prestar atencion a los resultados.
Recuerde:

= Ninguna otra &rea del laboratorio clinico mane-
ja una diversidad de especimenes tan grande ni
de manera tan amplia.

= En microbiologia el proceso de seleccion, reco-
leccion y transporte de muestras es mas com-
plejo que en el resto de las secciones del labo-
ratorio. La calidad de la muestra es directamen-
te proporcional a la calidad del resultado que se
puede obtener.

= Enninguna otra &rea resulta tan importante la bue-
na comunicacion entre el médico y el laboratorio.

= Elaislamiento de un germen no es suficiente para
establecer un diagndstico. Se requiere del cri-
terio clinico para establecer si se trata de una
colonizacién, contaminacion o infeccién, res-
puestas que no pueden ser dadas por el labora-
torio en forma aislada.

Una vez que el médico ha realizado el examen
clinico del paciente el siguiente paso es la toma de
muestras, esta etapa puede tener diversos grados
de complejidad, requiere de conocimientos basi-
cos y procedimientos adecuados que consideren
el motivo del estudio, el estadio clinico del padeci-
miento y la utilizacién previa de antibidticos.

Antes de la toma de muestras es importante:

= Saber especificamente qué es lo que se esta bus-
cando.

= Saber como se toma la muestra ideal.

= Comunicarse con el laboratorio para dar y ob-
tener informacion.

Al tomar la muestra es importante
= Tener conocimientos basicos de asepsia y an-

tisepsia.
= Evitar contaminacién con floras saprofiticas.
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= Contar con los elementos indispensables: guan-
tes, cubrebocas, jeringas, hisopos, medios de
transporte, laminillas, etc. y buena iluminacion.

= Evitar el uso de hisopos secos en tubos supues-
tamente estériles.

Conservacion y transporte

< La muestra se debe enviar al laboratorio de in-
mediato.

= Describir el estudio que se solicita en forma es-
pecifica:

Espécimen: Liquido orgéanico, absceso, LCR, etc.

Cultivo: Aerobios, anaerobios, micobac-
terias, hongos, etc.

Tinciones: Gram, Giemsa, Ziehl-Neelsen, etc.

Antibiograma: Antibidticos de cuadro basico o
especiales.

Estudio microbiologico
y reporte de resultados

El tipo de procesamiento y el tiempo de incubacién
dependen en gran medida de la informacion preli-
minar y de los hallazgos. En general se puede com-
pletar un estudio en los siguientes lapsos:

Aerobios 2 a 3 dias
Anaerobios 3 ab5dias
Hemocultivos 1 a 7 dias
BAAR 1 a 8 semanas
Hongos 1 a 8 semanas

Técnicamente el proceso analitico termina con
la entrega de los resultados; sin embargo, desde el
punto de vista clinico contindia con la interpreta-
cion del médico y con la toma de decisiones. Se
debe evaluar la consistencia de la informacion y
decidir si se trata de una colonizacion, contamina-
cion o infeccién. Habra que elegir entre iniciar o
no la antibioticoterapia. El apoyo del laboratorio
puede extenderse también a estas etapas siempre
gue exista comunicacién clara, amable y oportuna.

Perspectivas

La segunda mitad del siglo XX pasé a la historia de
la medicina como la era en la que se dieron los
primeros pasos en biologia molecular. Cinco son
los descubrimientos cardinales:

. Electroforesis de proteinas (1937).

. Descripcion del DNA (1953).

. Surgimiento de los inmunoensayos (1967).

. Sintesis de los anticuerpos monoclonales por
hibridomas (1975).

5. Amplificacién del DNA por medio de la reac-

cion de polimerasa en cadena (1985).

A WN P

La evolucion del conocimiento y de la técnica re-
dunda en mayor disponibilidad de elementos y re-
cursos para el establecimiento del diagndstico. A con-
tinuacion se enumeran y discuten someramente los
principales avances del laboratorio de microbiologia.

Microscopia

Citocentrifuga

Citometria de flujo
Taxonomia por pruebas rapidas
Medios de cultivo

Bioterio

Inmunodiagnéstico
Antibiogramas

Genética y biologia molecular
10. Biotecnologia

11. Informética

12. Robotica

CoNoOR~LNOE

Microscopia

En fresco.

Campo oscuro.

Contraste de fases.
Tinciones.

B) Fluorescencia: Directa: Tinciones.

Indirecta: Inmunofluorescencia.
De transmision

De barrido

A) De luz:

C) Electronica:
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El microscopio ha sido durante mucho tiempo el
principal instrumento del laboratorio microbioldgi-
co. Laclasificacion de los microorganismos ha depen-
dido de las diferencias morfoldgicas y de las propie-
dades tintoriales. EI microscopio de luz, el de campo
oscuro y el de contraste de fases han sido de gran
utilidad para el anélisis en fresco del tamafio y de la
forma, particularmente en el caso de los treponemas,
espiroquetas y protozoarios, y para el estudio de las
formas vegetativas en los microcultivos micolégicos.

En la utilizacién de las tinciones y de los coloran-
tes destaca la tincion de Gram, por ser la preferida
para la clasificacion de la mayoria de las bacterias;
del mismo modo, la tincion de Ziehl-Neelsen es la
mas adecuada para el estudio de las micobacterias
por su cualidad de resistir la acidez. Existen tinciones
fluorescentes tales como la de naranja de acridina y
la de auramina fenol las cuales pueden utilizarse en
forma directa o acopladas a anticuerpos dando como
resultado la inmunofluorescencia, la cual se carac-
teriza no s6lo por su gran sensibilidad sino también
por una alta especificidad. La tincion verde de mala-
quita es particularmente Util para observar esporas
de Clostridium sp.

El poder de resolucién del microscopio de luz
es irremediablemente limitado ya que con la ilu-
minacién habitual no pueden separarse netamente
como entidades distintas dos objetos que se en-
cuentren a menos de 0.2 micras uno del otro. El
microscopio electrénico en cambio tiene un po-
der de resolucion de una milésima de micra =
0.001p. Con este instrumento es posible conocer
en detalle la ultraestructura de los organelos
intracelulares de los microorganismos mas gran-
des (parasitos, hongos y bacterias) ademas de po-
der visualizar los virus.

Citocentrifuga

La citocentrifugacion surgié en el laboratorio a
mediados de la década de los sesenta. Este instru-
mento se utiliza para concentrar especimenes,
particularmente liquidos organicos y preparar
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laminillas para evaluacion en el laboratorio. Des-
pués de procesar las muestras, se obtiene un sedi-
mento de aproximadamente 6 mm de diametro
consistente en una monocapa de células y microor-
ganismos bien preservados y desplegados.

Las aplicaciones de esta tecnologia son multi-
ples ya que se puede concentrar muestras de prac-
ticamente cualquier liquido organico en cuestion
de minutos para estudios citolégicos y micro-
bioldgicos los cuales pueden ser sometidos a mi-
croscopia de luz, microscopia electronica, cito-
quimica, clonacion, etc. La citocentrifuga ademas
de ser extremadamente Util en el estudio de bac-
terias, hongos, parasitosy virus, se ha utilizado para
el diagnéstico citoldgico de Papanicolaou, hema-
tologia, genética, analisis de cristales, etc.

En resumen, la citocentrifuga es una herramienta
que sin duda esta ganando una rapida aceptacion
en los laboratorios clinicos.

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 realizacién de la biometria hematica,
siendo capaces en la actualidad de hacer un anali-
sis completo de la formula roja, cuenta total de
leucocitos, andlisis diferencial de la férmula blanca,
ademés de numero y tamafio de plaguetas. Con
un fundamento semejante se han desarrollado ins-
trumentos capaces de contar bacterias. Estos ins-
trumentos encuentran su principal aplicacion en la
deteccién de piuria y bacteriuria permitiendo ha-
cer un escrutinio de qué orinas ameritan cultivo
microbioldgico y cuales pueden ser negativas a
priori con una confiabilidad de 99% determinada a
través del valor predictivo negativo, sobre todo
cuando la piuria se encuentra en niveles de > 50
leucocitos/mm3. Hay que reconocer que el uro-
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cultivo es el procedimiento que con mayor frecuen-
cia se solicita a los laboratorios de microbiologia,
de ahi que este instrumento sea extremadamente
atil. De acuerdo a reportes de la literatura, la utili-
zacion de esta tecnologia puede llegar a reducir
hasta 80% de los urocultivos. Los clitbmetros de
flujo permiten alta prediccién de los cultivos que
tendran > de 100,000 UFC/mL ademas de poder
discriminar los casos en los que existe contamina-
cion de la muestra. La utilizacién de estos instru-
mentos incrementa la confiabilidad y sobre todo la
rapidez del diagndstico.

En funcion de los resultados obtenidos con es-
tos contadores de particulas ya se han iniciado
ensayos mediados por anticuerpos, analogos a los
de la inmunofluorescencia indirecta, con posibili-
dad de incursionar en el laboratorio clinico en los
afos venideros.

Taxonomia por pruebas rapidas

Ademas de poder identificar microorganismos con
bases morfoldgicas en microbiologia se realiza una
serie de pruebas taxondmicas dependientes del
metabolismo, capacidad de sintesis y cualidades de
reproduccion que por su rapidez, bajo costo y su-
ficiente especificidad son ampliamente aceptadas.
Estas pruebas permiten diferenciar los géneros
patdgenos de los saprofiticos, los cuales aunque
menos virulentos no deben ser subestimados, ya
gue estad bien demostrado que se pueden com-
portar como oportunistas, particularmente en ca-
sos de pacientes inmunocomprometidos.

e Coagulasa:  diferenciacion de estafilococos.

= Catalasa: diferenciacion de estreptococos.

= Oxidasa: diferenciacion de fermentadoras
de glucosa.

= Indol: identificacion de E. coli.

= Sales biliares: identificacion de neumococo.
= Filamentacion
suero: identificacion Candida albicans.

Medios de cultivo

La posibilidad de cultivar microorganismos en me-
dios artificiales (bioquimicos y celulares) representa
un avance significativo en medicina. Los primeros
cultivos fueron logrados por Pasteur en medios liqui-
dos, mientras que Robert Koch fue el primero en
realizarlos en medios solidos. Estos Ultimos tienen la
gran ventaja de permitir el aislamiento del agente cau-
sal para someterlo a una serie de pruebas bioguimicas
taxondmicas capaces de identificarlos, asi como para
evaluar la susceptibilidad a los antimicrobianos.

Alexis Carrel fue el pionero en cultivos celula-
res los cuales han demostrado gran utilidad, parti-
cularmente en virologia.

Sobre la base del desarrollo tecnolégico actual
se dispone de instrumentos computarizados capa-
ces de evaluar la curva de crecimiento bacteriano,
identificar bacterias, evaluar la susceptibilidad a los
antimicrobianos con base en la concentracion
inhibitoria minima (MIC) y generar un reporte com-
pleto para el médico tratante, la farmacia y el Co-
mité de Infecciones y finalmente almacenar toda la
informacién para fines epidemioldgicos.

Medios de cultivo

Cualidad

1. Transporte y enriquecimiento
2. Inhibidores selectivos
3. Biogquimicas diferenciales

4, Sistemas de deteccion
5. Cultivos celulares (virus)

Nutrientes y anticoagulantes,

inhibidores de antibiéticos y de fagocitosis.
Resinas, antibiéticos, EH (anaerobios),
complementos (hemina/menadiona).
Fermentacién carbohidratos, sustratos proteicos.
pH, C%, turbidez, impedancia.

Efectos citopaticos y citoliticos.
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Inoculacion de animales

El bioterio del laboratorio clinico fue un elemento
indispensable hasta hace relativamente poco tiem-
po. Con el advenimiento de nuevas tecnologias este
recurso se ha transformado en prescindible en la
mayoria de los casos. Sin embargo, es indudable que
en los laboratorios mas especializados y en los cen-
tros de investigacion seguiran desempefiando un pa-
pel fundamental. Hay que destacar que la Gnica ma-
nera efectiva de cumplir con los postulados de Koch
es contando con este valioso recurso; adicionalmente
es posible obtener suero del animal inoculado en di-
versas etapas para realizar pruebas seroldgicas de
“fase aguda” y “fase convalesciente” y de esta mane-
ra cuantificar la respuesta inmunoldgica.

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

Inmunodiagndstico

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

Inmunoensayos: la evolucién de las pruebas
inmunoldgicas se ha caracterizado por un incre-
mento constante en sensibilidad y especificidad. Los
primeros ensayos, dentro de los que destacan las
pruebas de aglutinacién y precipitacion, eran ca-
paces de medir en miligramos; mas tarde, la inhi-
bicion de la hemoaglutinacion y la fijacion de com-
plemento permitieron detectar hasta microgramos.
El limite actual con las pruebas de radioinmu-
noensayo y las inmunoenzimaticas esta en el or-
den de pico y femtogramos. Al igual gue como
ocurrié con el descubrimiento del microscopio
electronico la capacidad de medicion se expandio
en un millén de veces.

Antigenos: la demostracion de antigenos micro-
bianos en liquidos organicos, sangre, tejidos, etc., es
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una alternativa (til a la observacién microscépicay a
los cultivos, sobre todo por las ventajas de su rapi-
dez, el no requerir del microorganismo vivo, alta sen-
sibilidad y especificidad. EI nimero de métodos
disponibles se haincrementado significativamente; en
la actualidad se dispone de pruebas de aglutinacion,
coaglutinacion, contrainmunoelectroforesis, radio-
inmunoandlisis, 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 repre-
senta un avance significativo en el diagndstico de en-
fermedades infecciosas ya que elimina, al menos en
la mayoria de los casos, la necesidad de contar con
muestras pareadas de fase aguda y de fase conva-
lesciente. La interpretacion de los resultados depen-
de en principio de la presencia de sintomatologia en
el paciente, ademas de las combinaciones resultan-
tes de la realizacion de los dos estudios.

Asintomatico IgM IgG Interpretacion

- - Susceptible
- Infeccion reciente
+ Infeccion subyacente
- +  Inmune
Otro diagnostico o anergia

+ 4+

Sintomatico

+

Enfermedad aguda
+ +  Enfermedad activa
Enfermedad crénica

Pruebas cutaneas: las intradermorreacciones
son Utiles para establecer el antecedente de expo-
sicién a un antigeno, evaluar la respuesta inmune
celular y en consecuencia apoyar el diagnéstico de
una enfermedad infecciosa. Sobre la base de estas
pruebas se puede establecer el diagnéstico 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 simultanea
dentro de las que destacan: tuberculina (PPD),
histoplasmina, coccidioidina, candidina, tétanos,
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difteria, estreptococo, tricofiton, proteus, varidasa,
etc. Una intradermorreaccion positiva no es sufi-
ciente evidencia para establecer el diagnostico de-
finitivo de infeccion activa.

Antibiogramas

= Pruebas de difusion en placa: Kirby Bauer.

= Pruebas en medios liquidos: concentracion
inhibitoria minima.

= Andlisis sérico bactericida.

Hace més de 50 afios que se inici6 el uso de
sulfonamidas y otros antimicrobianos en medici-
na. A partir de entonces mas de 100 drogas han
sido usadas y muchas mas surgen cada afio. Aun-
gue los antibidticos representan uno de los méas
grandes 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 microor-
ganismos para desarrollar resistencia, fenébmeno
que por si mismo ha sido tan importante como el
surgimiento de los antibiéticos.

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

Existen diversas maneras de valorar la suscepti-
bilidad microbiana a los antibidticos. En 1972 la
Food and Drug Administration y en 1975 el
National Committee for Clinical Laboratory reco-
mendaron el método de Kirby Bauer para todos
los laboratorios de los Estados Unidos siendo aln
en la actualidad el método méas ampliamente utili-
zado. Los problemas que se presentan al estudiar
la susceptibilidad dependen de mdltiples factores
entre los que destacan la gran demanda del estu-
dio, el gran nimero de microorganismos por eva-
luar, el aumento de drogas disponibles, etc. de ahi
gue se deba tener un control adecuado de la cali-

dad. EI médico al recibir los resultados debe tener
en mente que lo que el laboratorio hace es deter-
minar la susceptibilidad de un microorganismo es-
pecifico a una droga especifica en una dosis espe-
cifica. El estudio no permite determinar la toleran-
cia del paciente al medicamento ni su capacidad
de penetracion a los sitios de infeccion (v. gr. abs-
€esos).

Con el surgimiento de la automatizacion esta
aumentando la disponibilidad de estudios de con-
centracion minima inhibitoria (MIC); sin embargo,
aun son pocos los laboratorios que la realizan de
rutina para todas las cepas aisladas. Por otra parte,
los clinicos se confunden facilmente al sustituir los
(ug/mL) por el tradicional Susceptible = S, Resis-
tente = R o Susceptibilidad intermedia = SI.

Los estudios de laboratorio han demostrado la
presencia de plasmidos de resistencia transferibles
que hacen prever que en el futuro en vez de reali-
zar las pruebas de Kirby Bauer y la determinacion
de las concentraciones inhibitorias minimas (MIC)
recurriremos al genoma para establecer la suscep-
tibilidad de los microorganismos.

Genética y biologia molecular

= Reaccion de polimerasa en cadena (PCR).
= Electroforesis.
= Hibridacion.

En 1953 un fisico inglés y un bioquimico norte-
americano, Francis Crick y James Watson, respec-
tivamente, reunieron toda la informacion disponi-
ble para elaborar un modelo revolucionario de las
moléculas de acidos nucleicos, un modelo que se
representé como una doble hélice de bases puricas
y pirimidicas enlazadas en cadenas paralelas por
medio de azlcares y fosfatos dando como resulta-
do los cidos desoxirribonucleicos conocidos como
DNA. El modelo de Watson y Crick permite ex-
plicar, entre muchas otras cosas, cbmo puede un
cromosoma duplicarse a si mismo en el proceso
de la division celular.
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Reaccion de polimerasa en cadena: la ampli-
ficacién in vitro de un fragmento especifico de DNA
(sondas) por medios enziméaticos (DNA-poli-
merasa) representa una poderosa herramienta de
la tecnologia molecular con multiples aplicaciones
en todas las areas de la microbiologia (virus, bac-
terias, hongos y parasitos). La amplificacion del
DNA permite incrementar la sensibilidad y la es-
pecificidad del diagnostico. Por medio de esta tec-
nologia es posible reproducir un billén de copias
de una molécula de DNA en cuestion de horas. El
estudio de las secuencias de DNA permite, ade-
mas de identificar al agente causal de la enferme-
dad, establecer su virulencia y susceptibilidad al tra-
tamiento. Adicionalmente, la PCR tiene gran im-
portancia clinica en oncologia, hematologia, en-
docrinologia, medicina legal, biologia, etc. En 1989
la revista Science considerd que se trata del descu-
brimiento de la década y predijo que la aplicacion
de esta herramienta alterard el curso de la historia
de la medicina.

Electroforesis: en 1937 Tiselius y Kabat per-
feccionaron la separacion de las proteinas en un
campo eléctrico logrando asi el anlisis de la hete-
rogeneidad de las moléculas. De esta técnica han
derivado una gran cantidad de métodos dentro de
los que destacan: electroforesis de zona en acetato
de celulosa, electroforesis de alta resolucion en
agarosa, contrainmunoelectroforesis, radioinmu-
noelectroforesis, electroinmunodifusion y mas re-
cientemente la electroinmunotransferencia de la
que existen tres versiones: WesternBlott (DNA-
anticuerpos), NorthernBlott (RNA-DNA) vy
SouthernBlott (DNA-DNA) las cuales han sido de
gran utilidad en microbiologia al conjuntarse con
las técnicas de hibridacion.

Hibridacion: la hibridacién de los acidos
nucleicos se refiere esencialmente al desarrollo de
cualquier prueba capaz de detectar la presencia
de un segmento especifico de DNA o de RNA uti-
lizando una “sonda” complementaria a las bases
puricas y pirimidicas y marcada ya sea por medio
de material radiactivo, quemiluminiscente o enzi-
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matico. Hace cerca de 20 afios que por primera
vez se clonaron segmentos de DNA en los labora-
torios de investigacion basica para identificar
microorganismos de importancia clinica. En un prin-
cipio muchos predijeron una rapida expansion a
los laboratorios clinicos; sin embargo, la realidad
es gque el avance ha sido relativamente lento utili-
zandose principalmente en los centros médicos
mas desarrollados. En la actualidad las pruebas re-
sultan laboriosas y caras cuando se comparan con
las demas metodologias disponibles, de ahi que aln
estemos en espera de un impacto real en los labo-
ratorios clinicos.

Biotecnologia

Se trata de la disciplina que se encarga de la pro-
duccion de bienes y servicios a partir de sistemas
biolégicos o0 sus productos. Por procedimientos
biotecnoldgicos se generan procesos para la pro-
duccion industrial de aminoécidos, enzimas, pro-
teinas, antibidticos, hormonas, anticuerpos, etc.,
empleando células microbianas, vegetales o de
animales. Estas actividades son consideradas en los
medios cientificos, politicos y sociales, nacional e
internacionalmente, como de maxima prioridad,
pues la biotecnologia ha abierto alternativas para
el bienestar de la vida humana y posiblemente para
su supervivencia.

Anticuerpos monoclonales: en 1975 Kohler y
Milstein describieron la manera de producir
anticuerpos monoclonales a partir de hibridomas
de ratén mantenidos en cultivo celular. Los
hibridomas se obtienen fusionando células de
mieloma de rat6n con linfocitos B procedentes del
bazo de un ratén inmunizado. Desde su descubri-
miento inicial los anticuerpos monoclonales han
sido una herramienta importante en diagnéstico y
actualmente desempefian un importante papel en
el desarrollo de mejores reactivos para el diagnds-
tico microbioldgico.

La amplificacion del DNA, la hibridizacion de los
acidos nucleicos, las técnicas de electroforesis y la
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preparacion de los anticuerpos monoclonales son
los avances maés significativos de la biologia molecular.

Informatica
= Bases de datos:

- Interpretacién de pruebas biogquimicas.
- Utilizacion de antibidticos.
- 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.

Robdtica

= Manejo de especimenes.

= Incremento en eficiencia y eficacia en la realiza-
cion de pruebas.

= Eliminacién de riesgos para el personal.

= Eliminacion de contaminacion de pruebas.

Hace mas de 20 afios que surgio la robotica y la
informatica en los laboratorios de quimica y
hematologia clinica; sin embargo, 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, ade-
mas de incrementar la confiabilidad, la eficiencia,
la rapidez y la productividad, serd aumentar la se-
guridad del personal expuesto a agentes patdgenos
y por ende adquirir infecciones en el desempefio
de sus labores, ademas de asesorar a los médicos
en la toma de decisiones.

Conclusion

Resulta evidente que la biologia molecular repre-
senta una herramienta poderosa en el diagnostico y

monitoreo de los pacientes. La mayoria de estas
técnicas pronto deben ser realizadas rutinariamente
en el laboratorio clinico. El progreso en la instru-
mentacion, la informatica y la robética, facilitan el
paso de estas metodologias desde el laboratorio de
investigacion basica hacia el laboratorio de patolo-
gia clinica. La amplia aplicacion de estas herramien-
tas es el resultado de su gran sensibilidad, especifi-
cidad, velocidad y bajo costo. Aun cuando existe
debate sobre los aspectos éticos de la utilizacion de
las tecnologias recombinantes del DNA estas prue-
bas estan destinadas a jugar un papel central en el
estudio de la enfermedad hasta transformarse en
una herramienta indispensable en el ejercicio de la
patologia como especialidad médica.
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