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I N T R O D U O C I O N 

El estudio r.istcmático de las bacteriac ana-:irobiae se inici6 alrededor 

de los a;¡os ce~ent3., gracias a los avances en los procedirrien"':os de 

aislamiento e identificaci6n de es!os microorganism~s. 

El desarrollo de métodos simplificados como la jarra anaer6bica ~ reaE, 

tivos generaeorcs de gas, ha hecho accesible el cultivo de ectas bact! 

rías a un mayor número de laboratorios. Eeto último ha hecho posible 

que actualmente exista un mayor conocimiento acerca del papel de los 

microorganismos anaerobios en las enfermedades humanas. 

También he contribuido a este progreso la simplificaci6n de los es~ue-

mas taxon6r-.icos de eete grupo de bacterias y 1 a introducci6n de agentes 

terapeúticos eficaces en el manejo de las enfermedades causadas por 

ellas. 

Varias in•:estieaoiones retrospectivas recientes establecen la importan-. 
cia y frecuencia de las bacterias anaerobias como pat6genos ~n numero-

saa enfermedades en el hombre. Su identifioaci6n en estos oasoa es impo,t 

tante por la alta morbilidad 7 mortalidad asociada a estas infecciones 

7 porque la terapia antibi6tica empleada en algunas de ellas es diferen­

te a la que se instala para aqu~llas en lae que están inToluc~ados aero­

bios o facultativos. 

Además, el tratamiento antibi6tico específico solo es eficaz si ae admi-

nistra on etapas tempranas de la enfermedad, 7a que un retardo en el ini 

';io de éste se traduce en un curso prolongado y se ha asociado a un al to 

Índice de ~ortalidad. 

Se ha hecho esencial adaptar técnicas para un diagn6stico preliminar, d!!, 
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bido a una nececidad mayor de ¡rui~r l~ selecoi6n del ~ntibi6tico para el 

tr~ta~ien~o. pu~s~o que la resistencia a divereoc a~ent~s antimicrobia­

nos es cada v~z máe común, sobretodo en er.p~cies de Bacteroidcc J ~­

tridium. 

Por eer microorenniemos e7.igcntes en los re~uerimientoe para su de~arr2 

llo y de crecimiento lento en ~ultivo, las técnicas de aiElar.iiento e 

identificaci6n conven~ionales em,lean mucho tiempo nntec de que pu~da 

dnrse un resultado definitivo. 

Actualmente se han desarrollado técnicas rápidas de identificaoi6n, al 
gunas de ellas se utilizan como pruebas presuntivas, teniendo una corr!. 

lación aceptable con loe procedimientos de referencia. 

Loa m4todoc utilizados para el an~lisis directo o a partir las muestras 

ol!nicae, detect&Jl antígenos solubles o de superficie de las bacterias 

o productos de su metabolismo. 

Las técnicas ill111Unol6gioas que ee han aplicado son la inr.ninofluoresoen­

cia, el ens~yo iru:runoenzimático y la contrainmunoelectroforGsis. 

La cromatografía gaa-Hquido, prinoipalmente:, se ha empleado para la d!, 

tecci6n de ácidos grasos volátiles:·¡ no volátiles produciC.os por loe 

anaerobios. 

Loe datos i:;uc se obtienen al analizar directamente una muestra clinioa, 

son útiles sobre todo en los casos en 1ue no pueden recuperaree las bec­

teriao en cultivo debido a que ¡a se ha comenzado la antibioticoterapia 

o bien por una colección y transporte deficientes de la r.nlestre.. 

Algunae de estas técnicas rápidas solo dan información acerca de la pre­

sencia de anaerobioei en cambio, otras llegan a la identificeci6n a ni­

vel de ~énero o es,ecie, con lo cual se puede instalar el trat~miento 
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adecuado. Lo anterior ee importante debido a que generalmente los anaero­

oioe están prcoentes en infecciones mixtas y un retraso en el tratamiento 

del componente nnaer6bico incrementa las posibilidades de riesco. 

z in embargo, hacta no disponer de un método lOof., especifico, se rccor.iien­

da no prescindir del aislar.liento e identíficaci6n definí ti va por r•edioe 

~onvencionalea. La identificaci6n a nivel de especie ec importante para 

conocer la nuerta de entraea de la infeooi6n y el pron6stioo asociado a 

ésta. 

El objetivo del presente traba.jo es reviear los métodos de identifi~a~i6n 

rá~idn para la detecci6n de bacterias anaerobias directamente en llltlea­

traa clínicas y BU aplicabilidad en el diagn6stico rápido de lae enfer­

medades causadas por ellas. 
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I G E N E R A L I D A D E S 

Antecedenteo 

En 168o, Leeuwenhoek comunio6 a Thomas Gale la obeervac16n de que cie! 

tos microorganismos podían existir en aun~ncia de aire. Sin embargo, 

se atribuye a Pasteur el descubrimiento de los anaerobioo cuando obset 

vó que la ferrnentac16n but1rioa oourr1a en ausencia do oxígeno. 

Doo desarrollos de irnportanr:ia médica siguieron al decoubrirniento de 

Paeteur: Lioter revolucion6 la oirug{a al introducir m&todoo antisépt,1 

cos T por otro lado, ae apreoi6 el potencial patogénico de ec~os micr~ 

organismos cuando en 1897, Veillon y Zuber aislaron baoteriac anaero­

biac de pacientes con eupuraci6n f'tida. (143} 

, PIU'a fines del siglo XIX, se habían descubierto la mayor parte de eep!. 

cies de Clostr:l:dium y algunos de loe anaerobios no formad.oree de ecpo-

rae, incluyetxlo a Bacteroides y FUsobaoterium. 

Durante las dos guerras mundiales, se estudió de manera especial al g! 

nero ClostridiUll por la alta frecuencia de enfermedades asociadas, que 

surgieron en esa &poca T que se éonsideran de origen exógeno general-

mente. 

A partir de los años sesenta se puso 'nfasia en el estudio de los ana!. 

robioa no esporulados, lo que ha llevado a revolucionar loa criterios 

estableci~os reconociend~ la importancia de las enfermedades caucadac 

por estos microorganismos, que aon de origen end6geno principalmente. 

(236) 

Las enfermedades producidas por bacterias anaerobias son bastante ººl!I!!. 

nee y pueden comprometer virtualmente cualquier 6rgano del cuerpo si 

las condiciones son adecuadas; sin embargo, han sido laa más freouent~ 



Incidencia (~) 

Bacteremia••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••20 
Absceso oerebral •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 89 
Empiema subdural o extradural•••••••••••••••••••••••lO 
Sinuaitin cr6nica ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 52 

Otitis media cr6nica •••••••••••••••••••••••••••••••• 56 

Infecci6n poetquirúrgica en oabesa 1 cuello ••••••••• 95 

Infecciones orofaciales de origen dental. •••••••••••• 94 

Infecciones por mordeduras de anillales o humanas •••• 47 
Pneumon!a por aopiraci6n •••••••••••••••••••••••••••• 93 

Absceso pulmonar••••••••••••••••••••••••••••••••••••93 
Bronquiectasie •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 76 
Empiema no quirú.r8ico ••••••••••••••••••••••••••••••• 62 
Infecci6n intraabdominal pcstquinlrgica ••••••••••••• 93 

Infecci6n en heridas deepu4s de cirugía abdominal ••• 45 
Apendicitis con peritonitis•••••••••••••••••••••••••96 
Absceso hepátioo •••••••••••••••••••••••••••••••••••• 52 

Tracto biliar•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••41 
Absceso pllvioo ••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 83 

Ab1ceso vulvovaginal••••••••••••••••••••••••••••••••75 
Aborto s'ptioo •••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 67 
l:'nte:nnedad p.Slvica infiaaatoria ••• ••• ••. •••• ••• ••••• 25 
C~l~litis orepitante •••••••••••••••••••••••••••••••• 75 
Pie diab4tioo ••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 75 
Abscesos en tejidos blandoso••••••••••••••••••••••••60 
Absceaos cutineoa ••••••••••••••••••••••••••••••••••• 63 

Oateornieliti••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••40 
Ulcera del deo~bito con bacteremia••••••••••••••••••63 

Tabla l. Incidencia de anaerobios en in1'eooiones 

Tomado de Citron, D.I., Pinegold, S.~. and Sutter, V.L., 
"VADSVORTB AH.AEROBIC BAC'l'ERIOLO'.JT lllNU.AL" 3rd edition 

St. Louis c.v. Koeby 1980 (31) 

2 
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mente pasadas por alto. (Tabla 1) 

Lo anterior puede explicarse si se tiene en cuenta que loa procedimie!!. 

toa para aislar e identitioar a loe microorganismos anaerobios oon~u­

inen gran cantidad de tie•po ;y aon ditioiles de llevar a cabo. Otra di­

ficultad reside en que generalmente ae trata de inteooiones mixta.e, de 

lae que punen aialar'•e inolu•o hasta eeia u ocho 1nicroorganis11oa. In 

este caso, lo• anaerobios pueden paaar desaperoibidoa, a no aer que la 

obaervaoi6n directa del eapéoi11en ea baga 00110 control de las t'onioaa 

de aialuiento. 

En loa 4lti9o• túloa, b& habido un ...,or reoonocilliento de lae infecci! 

us en46genaa. E.daten de• eitplicacicnH probablesa una e• el d••arro­

llo 7 •19plif1oaoi6n de lae t'onioas de laboratorio ;y otra ea que ao-· 

tual .. nte existe una 11&7or proporci6n de pacientes que reciben drogas 

1111111.DOllllpreaoras., 7 que tienen por lo tanto oOB1pr011etida su resioten­

oia a la inteooi•a. (49) 

En UD estudio real.isa.do en mdaltoa, que a'barc6 catorce años, H enoon­

tr6 que el 5~ de oul tivos positivos a partir de mues trae cUnicaa ºº! 

tenian anaerobios. Las bacteria• ~•l pnero Beoteroidea fueron lu MB 

colllimlente aialadus el ~de loe oultivoa poaitivoa para anaerobios 

Y el ~ d~l total de anaerobios aislados utilizando tlonia&B oonvenoi! 

nales de identitioaoi6n. (73) 

Loe cocos Gr .. positivos siguieron en frecuencia y se encontraron en 

el 6~ de loa cultivos repreaentando el 4~ del total de microorganis­

mos aialados. B1 eiguiente grupo prevalente tué el de loa bacilo• ar .. 

positivos no eaporulados, dentro de loa cuales Propionibacteriua BUele 

ser contaminante. In otro grupo, Cloetridiua representa del 5 al l~ 

de loa aislamientos y los cocos Gram negativos, el 2%. (73) 
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En niños, oe encontr6 que en el 2.'J1, de loe cultivos positivos de di­

vereas fuentes había anaerobios, lo que se explica porque en los niños 

no se encuentran generalmente las condiciones que predisponen a este 

tipo de enfermedades. (215) 

Aparte de la frecuencia con que pueden ocurrir e•tae enfermedades, son 

importantes porque pueden ser fulminantes T destructiva•• Su curso es 

generalmente prolongado T eiiate mortalidad 1ignificativa en algunas 

de esta• condiciones~ Ooa1ionalmente se presentan infecciones recurre!!, 

tes. 

Un buen tratamiento depende de un diagn6stico temprano T adecuad.o, 7& 

que la susceptibilidad de estas baoteri&B a loa antibióticos ea carao­

terístina. Sin embargo, debe entatizarae la i11portanoia de la remoci6n 

de tejido necr6tioo T drenaje de ios abscesos. Existen oYidencias de 

quo la omisión o fracaso en el tratamiento del componente anaer6bioo 

en una infecci6n mixta, está asociado a un alto indice de mortalidad. 

Una elecoi6n inapropiada del tratamiento antibi6ticc en la bacteremia 

debida a J• f¡agilip e•t' asociada a un 6rfl, de mortalidad, mientraD 

que una terapia apropiada reduce la probabilidad de muerte a 11n l"'. 

(211) 

La ma7oría de los anaerobios patógenos son susceptibles a las penici-

1 inas T cetalosporinas siendo la e:xcepci6n !• tracilia • .&gentes como 

olindamicina, oloramfenicol, cefoxiti.na T loa nitroimidazoles tienen 

un amplio espectro de actividad contra las bacterias anaerobias incl! 

Yendo a !• tragilia. La vanoomioina T la bencilpenicilina son lae dro­

gas de elecci6n en el tratamiento de las enfermedades por Clostridi1111. 

(161,197,211) 
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Ee importante realizar pruebaa de ausceptibilidad de loe microore,~nie-

moa a.icladoc frente a loe antíbi6tir:os, ya c¡ue han ernP-r1;ido ce!>P.fl de 

Bncteroidec, Clostridium y coco& anaerobior. re~ist~ntes a las tetraci­

clino.o, penicilina.e, clindamicina y otros a.ntibióticoe. (26,188) 

V~rioo estudios han mostrado que el 51 al 9ryf. de lac cepae de li• SI;;;­

~ poseen enzimas asociadas a la membrana, con actividad d~lact! 

maca. Bajo ciertas condiciones, alguno.e cepas producen.)1-lactamasa ex­

tracelula.r. Estas enzioas son primariamente activas trente a las ce!a-

loeporinas y solo moderadamente trente a la penicilina. Asimismo, se 

han descrito en!• tragilis enzimas que inactivan a las ureidopenicil! 

nas 1 a la cetoxitina. (210) 

Los mecanismos de transmisión de la resistencia se han documentado en 

algunos casos. Se ha deocrito una transferencia ínter e intragen6rica· ·• 
por oonjugaci6n y transformación; también se han identiticado plásmi-

dos en lo.s anaerobios y se ha reportado una transferencia por conjuga-

ci6n. (194) 

Loa mecanismos bioquimicos de resistencia a antibi6ticos son similares 

a los descritos para aerobios, a~nque existen algunas diterenciae en 

el transporte de droffas y acciones inhibitorias. (10) Los anaerobios 

son resistentes a loa aminogluc6sidos porque no poseen el nistema o~:i­

dativo de transporte necesario para que lae drogas penetren en la o~lu­

la. La resistencia a la cefoxitina se realiza tar.ibién bloqueando su 

penetraci6n en el espacio peripl,emico. La resistencia al cloram!enicol 

se debe a una cloramfeniool-aoetil transferaaa o por nitro-reduooi6n. 

(210) 
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Microorganismos anaerobios 

Definición 

Un microorganismo anaerobio se define de la manera más simple, como 

aquél que requiere una tensión de oxígeno reducida y que no puede des!!:_ 

rrollarse en una atmósfera de 10\( de bióxido de carbono en aire, es d!, 

oir una atmósfera en la que puede encontrarse un l~ de oxigeno. Exis­

ten grados variables de tolerancia al oxígeno y peróxidos, como tam­

bién límites variables de potencial de óxido-reducción que permiten el 

desarrollo de microorganismos anaerobios. (50) 

Existe bastante confusión en la literatura en el aspecto de taxonomía 

Y terminología para muchos de los anaerobios, esto es particularmente 

cierto entre los bacilos no formadores de esporas. 

Ha contribuido a lo anterior la dificultad de aislar algunas espeoies 

en cultivo puro, ya que crecen en asociación con otros anaerobios o 

facultativos que los proveen de factores de crecimiento o condiciones 

ambientales favorables. 

El área de mayor dificultad está en los cocos microaerofílioos y es­

treptococos anaerobios, que pueden aparecer como cocos facultativos, 

ya que se ha visto que algunos cocos anaerobios pueden llegar a clasi­

ficarse en grupos de Lancefield pues algunos comparten un antígeno co­

mún. (49) 

Anaerobios como flora normal 

Loe anaerobios prevalecen dentro de la flora noraal del cuerpo humano. 

Son numerooos en la superficie de las membranas mucosas, los sitios en 
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loo que se encuentran en ma7or número Eon la piel, la cavidad oral, 

el tracto gastrointeetinal y el tracto genitourinario femenino. (Tabla 

2) 

Las concentraciones de anaerobios en caliva son de 108- 109 ufc/ml, 

sobrepasando a las bacteriae aerobiac en 10111 en la superficie de loe 

dientes, las concentraciones son de 1010 - 1011 utc/ml con una predo-

minancia de anaerobios. En los pliegues gingivales pueden encontrarse 

11 12 / . ( ) 10 - 10 utc ml, sobrepasando a loe aerobioc en l,'.)0011, 46 

En la cavidad oral encontramos las siguientes especies: Bacteroides !!l!,-

laninogenicue1 Veillonella !!l!l?.• Fusobacterium nucleatwn y cocos anaer2_ 

bios, variando su distribución en las distintas superficies orales. 

Presente en pequeñas cantidades están Lactobacillus, Actinomyees, f!2-

pionibacterium, Leptotrichia buccalis, Arachnia, Bifidobacterium, 

Eubacterium y Treponema. (208) 

En el intestino delgado prevalecen los microorganismos facultativos, 

en el íleon terminal encontramos un número casi igual de aerobios 1 

anaerobios siendo Bacteroides y Bitidobacterium los géneros que predo­

minan. Lae concentraciones bact~~ianas en eeh zona son de 102 - 105 

uto/ml, sobrepasando los anaerobios a los aerobios en una proporci6n 

1,00011. . 

Los géneros presentes en el intestino grueso son Bacteroides, cocos 

anaerobios, Eubaoterium, Clostridium, Bifidobacterium, ll'usobacterium, 

Lactobacillue. Se encuentran en general, de 160 a 300 especies difere.!l 

tes, dentro de los cuales 1!• fragilis es la predominante. (173) 

En el tracto genital femenino se encuentran eepeciec de Pentoooccus, 



Boca y tracto 
respiratorio 

superior 

Peptootreptococcue 
Peptocoocue ++ 

Veillonella ++ 

Aotinoml2es 
Araohnia ++ 

Bifidobaoterium + 

Eubacterium + 

Laotobacillus + 

Pro2ionibacterium + 

Cloetridium 

Baoteroides fr!!Silie 
Baoteroides !l!.2 ++ 

Pueobaoterium ++ 

Espiroquetas + 

Intestino Intestino 
delgado grueso 

++ ++ 

++ + 

+ ++ 

+ + 

·+ + 

++ 

++ 
++ 

+ 

+ 

Tabla 2 Mioroflora anaer6bica normal 

8 

Tracto 
genito­
urinario 
femenino 

++ 

+ 

+ 

+ 

+ 

++ 

+ 

+ 

Evaldson, G., Heimdahl, A., ICager, L. and llord, O.E. 
"The normal human anaerobio mioroflora" 
Soand. J. Infeot. Die. 35•9-35 (1982) (46) 
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Bacteroides, Lactobacillus, Eubacterium y Peptostreptoooocue; los anaer2. 

bios sobrepasan a los aerobioc en lOsl. La composioi6n de la microflora 

está influenciada por cambios en tenei6n de oxigeno y pH, así como alte­

raciones hormonales. (46,137) 

El papel de los anaerobios como flora normal en la fisiología no se co­

noce con e~aotitud. Se sabe, sin embargo, que !• fra.gilis junto con !• 

~producen vitamina K, lo que es importante para el huésped en algu­

nas condioionee. La deconjugaoi6n de sales biliares es llevada a cabo 

~or !!.• fra.gilie 1 especies de Fusobacterium, Bifidobacterium y~· !!!2!,­

!_!!. {187) En la deshidroxilaci6n participan bacilos anaerobios Gram 

positivos y ciertas cepas de ~· fragilis, Veillonella y algunos aero­

bios. La acci6n de las bacteriae sobre los áoidoe biliares es icportan­

te para su conservación mediante la circulación enteropática. (16) 

Conocer la flora anaer6bica normal es útil, ya que la mayoría de las 

infecciones por estos microorganismos aparecen pr6ximas a las mucosas 

donde residen y así puede predecirse cuáles serán los microorganismos 

involucrados en determinada infección, si los microorganismos aislados 

en cultivo son significativos o no, as1 como tambidn conocerse la puet 

ta de entrada de la infección. 

Patogénesis 

Bajo condiciones normales, los anaerobios se comportan como comensales 

inofensivos, pero cuando se introducen en los tejidos ad.yacentes del 

huésped, expresan su potencial patogénico basado en factores de viru­

lencia individuales, que no son compartidos por todos los miembros de 

la microflora; de 400 especies de anaerobios en el colon y 200 en la 
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cavidad oral, solo 20 producen infecciones clínicas. (143) 

Loe anaerobios son invaeores secundarios que ee diseminan a partir de 

la flora normal más allá de loe límites naturalea de ésta¡ la flora 

infeotante es compleja y refleja las bacterias preventes en las eupet 

fioies mucoeas adyacentes. 

Entre las condiciones eubyacentee que predisponen a este tipo de en­

fermedades está un aporte vascular comprometido y la destruoción tisu­

lar, que contribuyen a un ambiente depletado en oxígeno, con un bajo 

potencial de óxido-reducción favoreciéndose el crecimiento de loe 

anaerobios. Por lo tanto, predisponen a la infección, la enfermedad 

vascular, inyección de epinefrina, frío, choque, edema, trauma, ciru­

gía, cuerpos extraños, procesos malignos, infeooi6n primaria por baot!. 

rias aerobias o facultativas, tratamiento antimicrobiano previo con un 

agente hacia el cual loe anaerobios eon resistentes, radiaciones, dro­

gas citot6xicas y oorticosteroidee. (49,143) 

Pactores de virulencia 

La capacidad de tolerar pequeñas cantidades de oxígeno se ha sugerido 

como un pre-requisito para la virulencia de loe anaerobios, y entá re­

lacionada a la actividad de la super6xido dismutasa (29) 1 esto les pe,t 

mite sobrevivir en tejidos oxigenados hasta que se establecen condici2 

nea reductoras. Esta capacidad puede relacionarse en otras muchas esp!, 

cies, a la presencia de catalasa. (233) 

Una de las mejores defensas del organismo en contra de la infecoi6n 

por anaerobios es el potenoial redox normal (+120 m,v.) Al bajar éste, 
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la multiplicaci6n de los anaerobios se aumenta en los tejidos, incluso 

en aquéllos expuestos al aire como son el pulm6n ~ los dienten. (189) 

El papel de lac enzimas como factores de virulencia en los anaerobios 

no está completamente definido, ya que son generalmente infecciones p~ 

limicrobianas, e involucran interacciones einérgicae. Las característ,i 

cae de muchas de las infecciones debidas a estos micro~rganienos, como 

invasión de tejidos con inflamación, necrosis y supuración, sugieren 

la participación de enzimas hidroHticas • 

.!J2 ~. los anaerobios producen varias enzimas como las proteasas 1 

que son comunes en!• melaninogenious y las mucopolisacaridasas, que 

son prevalentes en 1!• fragilis. Sin embargo, !• fragilis !.!2.!!. frap;ilis 

no produce estas enzimas, por lo que la cápsula que presenta parece 

ser el factor de virulencia primario. (16 1189) 

En infeooiones'primariae, la producción de oolagenaca aumenta la viru­

lencia de. _!!. melaninogenious1 además el amoníaco producido por este m.!, 

croorganismo causa la lisis de las células epiteliales en la mucosa. 

(16) 

En el género Baoteroidea se ha démostrado la presencia de enzimas ta­

les como fibrinolieina 1 lieozima, desoxirribonucleasa, fostatasa, pro­

teasas y Íipasae (189) y otras asociadas a la membrana como B-lactama­

aa 1 super6x1do diemutasa. (143) 

En !· fragilis se ha demostrado además la presencia de hialuronidaaa 

7 condroitin GUJ.fatasa.(189) 

Algunas especies de Bacteroides producen foafatasa 1 ribo y desoxirrib~ 

nucleasa, lo que puede aumentar su invasividad. La foefolipasa A de ~· 

¡¡¡elaninogenicus causa daños en la membrana celular. Dos de los facto-
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res de virulencia en li'usobaoterium neorophorum son la leucooidina y la 

hemolieina. (16) 

Las toxinas del género Clostridium son responsables de su virulencia: 

la alfa-toxina de ~· perfripgens es una potente lecitinasa, que es he­

molítica y necrosanteJ la hemolisina de [• ~ causa lisis de las 

plaquetas. Algunas especies de Clostridium además, muestran actividad 

de gelatinasa, caseinaaa, elaetasa y desoxirribonucleasa. (20,189) 

La elaboración de heparinasa por Bacteroides y la aceleración de la 

coagulaci6n por Bacteroides y Pusobacterium debida a una activaci6n 

del factor de Hageman por el lipopolisacárido de la membrana, se ha 

demostrado experimentalmente y se asocia a la tromboflebitis que se 

presenta en aleunas enfermedades producidas por miembros de la familia 

Bacteroidaceae, (17) 

Mecanismos sinérgioos 

Generalmente las infecciones por anaerobios son m~tae y pueden estar 

involucradas especies que varían en sensibilidad· al oxigeno. Los meca­

nismos sinérgicos son varios, entre ellos está la producci6n de un tas_ 

tor de crecimiento por una de las especies, que promueve el desarrollo 

de la otra. 

Se ha sugerido que la tenei6n de oxigeno necesaria para el crecimiento 

anaeróbioo ee mantiene, en una infección mixta, por la presencia de co­

liforme~. La formación efectiva de un absceso requiere la presencia de 

una especie facultativa y una anaerobia¡ ee ha demostrado que las ce­

pa~ encapsuladas de ~· fra.gilie promueven la formaci6n de abscesos, 



13 

mientrac que las no oapauladao nececitan la presencia de un miorooraa-

nismo ¡¡.orobio o facultativo para producir loa a.bscesoc. (87) Las ~<:ipac 

enca.peuladas con recistentea a la deetruco16n media.da. por neutrófilos, 

compara.das con la.e cepa.o no capsuladas. La invectigación de estos meca 

nismoc se ha facilitado por el desarrollo de modeloo anima.len¡ loo re-

sultadoe de estos estudios implican la sinergia que ocurre entre a.ero-

bios y anaerobios y enfatizan la importancia del papel de los anaero­

bios en la formación de abeoecoe. (23} 

Alteración de la.e defensas del huésped 

El ambiente de un absceso anaeróbico altera las defensa.e inmunológicas 

normales e inactiva los agentes antimicrobia.nos. La anaerobiosia tiene 

un efeóto deletéreo sobre la función de los antibióticos aminoglucóei-

dos, que requieren transporte dependiente de o~ígeno a través de la pa-

red bacteriana. Un pH bajo, y la tiresencia de cationes diva.lentes y áci­

dos orgánioo5 de cadena corta en la cavidad del absceso reducen la acti-

vidad de los agentes antimicrobianos. (143) 
:' 

La cápsula de ciertas especies de Bacteroides interfiere con la fagoci­

tosis de polimorfonucleares ~ el anticuerpo dirigido contra est~ cápsu­

lat parcialmente contribuye a que esta propiedad virulenta no ejerza t!?, 

do su efecto. (87 1166) 

La presencia de Bacteroides puede inhibir también la fagocitosis y 

destrucción de bacterias Oram negativas aerobias compitienio por opso-

ninas o haciendo decrecer la destrucción intracelular. (15) 

La actividad bactericida de los polimorfonucleares en contra de los 

~:::a.erobios parece prooeder primariamente a través de rnecanionos depen-
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dientes de oxígeno. Por otro lado, algunos antibi6ticos penetran en 

los polimorfonucleares y el tratamiento previo contra :!!• fragilis con 

niveles por debajo de la concentraci6n mínima inhibitoria, facilita 

la fagocitosis de estos microorganismos por polimorfonuoleares. (91) 

Incidencia de las infeocionea anaer6bioas 

Loe anaerobios se dividen en grupos amplios en base a su capacidad de 

formar esporas y a la morfología caracteríetioa en tinci6n de Gram. 

En general, loe dos grupos más comunes de bacterias anaerobias en eep! 

címenes clínicos son los bacilos Gram negativos y los cocos Gram posi­

tivos. El si8'Uiente ¡;rupo en frecuencia es el de loe bacilos Gram pos! 

tivos y por último los cocos Gram negativos que se aíslan con muy poca 

frecuencia y generalmente en cultivo mixto. 

S6lo una especie de Bifidobacteriurn, !• erickeonii, se considera pató­

gena¡ se ha aislado primariamente de infecciones pulmonares. Loa lact2 

bacilos anaerobios con excepci6n de &• oatenatorme son no pat6genoa. 

La mayoría de las especies de Eubacterium son benignas1 estas bacterias 

invariablemente se aíslan como flora mixta. Propionibacterium no se 

considera pat6geno en general, aunque se puede asociar a infecciones 

en pr6teeis o endocarditis en válvulas previamente dañadas. Loe cocos 

anaerobios Gram negativos no parecen tener gran importancia en las in­

fecciones clínicas y se lea considera oportunistas. Las bacterias ana! 

robias más frecuentemente aisladas a partir de muestras clínicas se 

muestran en la tabla 3. 
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Bacteroidea 

Es un grupo heterogéneo de bacilos Gram negativos no esporulados, que 

presentan gran pleomorfiomo. Son anaerobios moderados que crecen en 

tensiones de oxígeno máximas de 3%. 
De las 22 especies reconocidas, solo unas pocas se consideran patóge­

nas para el hombres ~ fragilís, ·~ mele.ninogenicus y~ oorrodens. 

Otras especies se han aislado a partir de muestrac clínicas, pero 

siempre en oonjunci6n con otros anaerobios o facultativos. 

Las enfermedades graves m's comunes causadas por anaerobios se deben a 

miembros de la familia Baoteroidaceae, especialmente ~ fragilis; este 

microorganismo se ve implicado en la mayor parte de las lesiones supu­

rativas de casi todas las partes del cuerpo humano y es la bacteria 

anaerobia más frecuentemente aisla.da en cultivo puro. También puede ª! 

tar presente en infecciones mixtas con otros anaerobios o facultati­

vos. (173) 

Las infecciones en las que ee ha. involucrado a !:_melaninogenioua, eon 

generalmente mixtas, tal vez porque otros microorganismos deben satis­

facer su necesidad de vitamina I. 

!:., fragilts se aísla en dos tercios de las infecciones intraabdomina­

les. !!:. fragilis y l!:,. melaninogenicue se &íelan del 2~ de las infec­

ciones del tracto genital femenino y del 25f,, de las infeccionee pleur~ 

pulmonares. Del 5 al lo:' de las bacteremias son causadas por lk, fragi-

1 is. (20) 

lk_ corrodens se ha involucrado en infecciones orales y del tracto res­

piratorio superior. Una proporción substancial de lae infecciones por 



neoilos Grarn negativos1 

~ fragilis 
~ melaninogenicue 
F'. nuoleatum 
F:" neorophorum 
r. varium 
!.:_ iiiOrti'f erum 

Cocos Gram positivost 
!:.:_ ma~nus 
!:.:_ asaocharolyticus 
!'.:. prevottii 
P. anaerobius 
P.'" intermedius 
P.~ 

Bacilos Gram positivos esporuladoe1 

Q.:_ perfringens 
C. ramosum 
C:- septicum 
S: nov.r,i 
e. h:fB'tolrlicum 
C. sporogtiñea 
~ sordellii 

Bacilos Gram positivos esporuladoer 

llifidobaoterium erickson11 
f!_ubacterium lentum 
!:. 1 imoswn -
E. alactol.yticum 
Aotinomyces w_ 
lraohnia !l!I!. 

Tabla 3 Baoteriae anaerobias más frecuentemente aisladas 
a partir de 111Uestras clinicas. Pinegold, S.r.. 
".ANAEROBIC BACTli:lilA DI BUllAlf DISEASE" Academio 
Presa, Inc. N. York, 1977 (49) 
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Bacteroides se asocia a cirugía1 el uso de antibióticos hacia loe cun­

lee este género ee resiatente predispone a la infeooi6n. 

La mortalidad y morbilidad es significativa en lae infeocioneE por 

Baoteroidee. La profilaxis requier~ evitar las condiciones que reducen 

el potencial redox y la introducci6n de la flora normal en heridas, C! 

vidades cerradas y otros sitios normalmente estériles. La terapia anti 

microbiana profiláctica puede ser de valor en cirugía que involucre el 

colon y el tracto genitourinario femenino. 

Fueobaoteriua 

La mayoría son bacilos fusiformes, que presentan pleomorfiamo y pueden 

aparecer en fonnas oocobacilares. Son Gram negativos y anaerobios obl,! 

gadoa. Aunque no requieren un potencial de 6xido-reducci6n extremada­

mente bajo, algunos eon muy sensibles a loe peróxidos. {49) 

Fusobaoterium es parte de la flora normal de la boca, intestino y trag, 

to urogenital. Las especies de Ji'¡¡sob@cterium que colonizan la boca y 

garganta frecuentemente producen 1ntecoi6n en estas zonas y en las ad­
! 

yacentes como son cabeza, ojos, oídos, mastoides y sinusoides, disemi­

nándose y causando meningitis e infecciones pleuropulmonares. Cuando 

coloniza el tracto gastrointestinal, especialmente !&. necrophorum y E&, 

~ pueden causar infecciones intraabdominales, perineales y septi­

cemia. Representa el 3% de los anaerobios recupe?·ados de muestras el!-

nicas y es el tercer microorganismo que se aísla a partir de inteccio-

nes intraabdominalee, despu~s de Baoteroides y Pentostreptooocous. Re­

presenta el 2~ de las bacterias aisladas en infecciones pélvicas se-

ria.a y el 18% de las infecciones pleuropulmonare&. (20) 
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Es un componente de la infección fusoeapiroquetal sinergística conoci• 

da como Angina de Vincent. El mecanismo de simbiosis con las eapiroqu! 

tas no se conoce, pero se sabe que generalmente inducen lesiones necr~ 

tioas. 

Las cepas hemolíticas se aíslan con más frecuencia que las no hemolít! 

cae a partir de infecciones. Se observan reacciones purulentas en el 

tejido cuando Fusobacterium se aisla en cultivo puro o en asociaci6n 

con otras bacterias, en infecciones tales como absceson periapicales, 

dentales, cerebrales y en 111astoiditis. 

Cocos Oram positivos 

Los cocos Gram positivos anaerobios son un grupos controvereial y dif! 

cil. Su patogenicidad es apoyada por algunos autores y negada por · 

.otros. 

La clasificación de estas bacterias es contusa, pues algunan cepas 

son aerotolerantes y entonces se consideran microaerofílicas. Puede.n 

presentar pleomorfismo, algunas cepas tienen Gram variable, por lo 

que los diferentes g~neros no pueden ser diferenciados entre sí por 

su morfología. 

Los géneros que se incluyen en esta clasificación son Peptococcus y 

Peotostreptococcue, que son parte de la flora normal de la cavidad 

oral, tracto gastrointestinal, sistema genitourinario y piel. (49) 

No se sabe mucho de los mecanismos de patogenioidad de este grupoJ 

se ha mencionado la capacidad hemolítica de algunas especies y la pro­

ducción de amoníaco, que causa inflamaci6n. La evidencia de la patoee­

cidad de estas bacterias proviene de reportes de cultivos puros a par-
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tir de diversas infecciones; sin embareo, es más común encontrarloe 

nnooindos con otroe aeror .. ioe o facultativos. (2')) 

Alrededor de un ter~io de lae infecciones intraabdo~inalcs tienen una 

flora mixta en r,:ue loe cocos anaerobios se encuentran junto con ~­

~o Clostridium o a1:1boE. Loe cocos anaerobioe y Clostridium eon 

los microorganismos aislados más frecuentemente a pa~tir de infeccio­

nee del tracto biliar. 

En el aborto séptico y en la endometritie postonrtum los dos gru?os 

de bacterias más comúnmente aislados son Bacteroides y cocos anaero­

bios. (73) 

Se ha reportado que un 8~ de los caaoe de absceso cerebral se deben 

a cocos anaerobios, siendo predominante el género Peptostrcptococcus; 

enpeciee de este género son las bacterias más comúnmente aisladas en 

la sinusitis cr6nica. 

P. asaccharolyticus se encuentra en el l~ de las infecciones hur.anae 

y !!.• anaerobius en el '!f.. f.· prevotii y f.· !!l!fm!!.! se encuentran en el 

4~ de lae infecciones. 

Los cocos anaerobios se encuentran en el 1% de loe hemocultivos; el 

toco de infecci6n en las bacteremiae son usualmente infecciones de te­

jidos blandos, orofaringe, tracto gastrointestinal, hígado y tracto ~­

ni tourinario femenino. (20,73) 

· Clostridium 

Son bacilos Gra~ positivos, formadores de esporas, anaerobios obliga­

dos, móviles, a excepción de Q_. perfringens. Algunas especies son 
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aerotolerantee. Son bioquímicamente activos y pueden ser eacarolíticos 

corr.o 2.:.. perfringens, 2.:.. septicum, 2:., oedematiens, 2:., !!ll!! y proteol,! 

ticos como 2.:.. sporogeneu, Q.:_ histolyticum y!:!..:. botulinum. 

Algunaa especies son eaprofíticas, otras existen como comensales en el 

inteatino y otros son patógenos causando serias enfermedades como es 

el tétanos (Q.:. ~), la gangrena:· gaseosa (Q.:. perfringene, Q:. ~­

~' Q.:_ septicurn) y el botulismo (Q.:. botulinum). (92) 

~ perfrin~eno causa también gastroenteritis, y enteritis neorosante 1 

que puede ser fatal. Algunas especies de Clostridium se han involucra­

do en la colitis asociada a antibiotiooterapia. Parece ser que Clostri­

~ puede crecer y producir su toxina cuando las condiciones son fa­

vorables y en ausencia de flora normal. (55) 

2.:'. perfringens se div.ide en cinco tipos serol6gicos, de la A ·a la E, 

dependiendo de la proporción de exotoxinae o antígenos solubles produ­

cidos, de loe cuales se han descrito doce diferentes. (35) 

Estas toxinas presentan diversas actividades enzimáticas como colage­

naea, gelatinaea, caseinasa, hialuronidasa, deoxirribonucleasa, neura­

minidaea y fibrinolieina y en general se demuestran por su acción hem2 

lítica sobre eritrocitos de carnero o por sus efectos necr6ticos y le­

tales en animales de experimentación. (49) 

El tipo C se asocia a la enteritis necrosante y el tipo A es responsa­

ble de la gangrena gaseosa y el envenenamiento por alimentos, que pue­

de ser fatal en pacientes debilitados. (20) 

La patogenicidad de 2.:_ ~ se deriva de su neurotoxina, que en un 

principio causa espasmos de los músculos locales periféricos; más tar­

de se disemina por el torrente circulatorio y provoca convulsiones ge-
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neralizadas. (42) 

~ botulinum incluye siete tipos toxiool6gicos, de la A a la a, que 

producen neurotoxinas antigénioamento distintas. Loe tipoo A, B, E y 

F oauoan botulismo en el hombre. (42) En niñee es causa de muerte sú­

bita por elaboraoi6n de la toxina en el intestino. (3) 

2,:.. novyi, al que también se le conoce como 2:.. oedematiena :r 2:.. ~­

lytioum se divide en cuatro tipos aerol6gioos1 A¡ B, C T D. Esta esp! 

cie produce ocho diferentes toxinas. Está ampliamente distribuido y 

representa un número considerable de los casos de gangrena gaseosa. 

(20) 

Q... Jú.stolrtioum se asocia a otros anaerobios en la gangrena gaseosa. 

2.:. septioum 1 al que tambi&n se le denomina ~ chauvoei, es una espe-

, cie pat6gena, asociada a gangrena gaseosa. 

En inteooiones·mixtac 1 2.:_ sporogenes incrementa la virulencia de las· 

especies pat6genas como le&. perfringens y !h. septicum y puede clasifi­

carse como una cepa no toxigénica de Q.:_ botulinum. (40) 

Veillonella 

Son cocos·Oram negativos, anaerobios obligados9 que forman parte de 

la flora normal en el tracto respiratorio, intestino y vagina. 

No están considerados como pat6genos, pues no se han aislado en cul­

tivo puro a partir de infecciones, sin embargo exhiben algunac propie­

dades patogénicas por lo que se lea oonsid,ra oportunistas. 

Se reconocen dos especies dentro del género: !.:.. parvula y !:., alcalec­

~' que se han encontrado en bacterernias transitorias que siguen a 
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una cxtracoi6n dental, sinusitis, absoecos tonsilares, otitis media, 

rr.astoiditia y ·abscesos cerebrales. Se encuentran en infecciones mix-

tas intraabdominalca 1 genitourinariaf:.y del tracto respiratorio, ade­

~~s se ha encontrado en bilis. Algunas cepas dehidroxilan ácidos bi­

liares. (2'.J, 73) 

Clasificación serológica 

Baoteroides 

Eggert y Gagnon (1933) fueron los primeros en estudiar a l!• fragilis 

con la técnica de aglutinación, concluyendo que una clasificación se-

rológica sería dudosa, ya que los sueros eran específicos de cepa. La 

limitación más grande en sus estudios fué el uso de sueros no adsorbí-

dos. (103) 

Lambe en 1976 eetableci6 un esquema de olaeifioaci6n serol6gica de 

!• fra¡rilis !!E.! fra~ilia y encontró 21 serogrupos dentro de esta es!le­

cie. (100 1 103) 

Estudios de inmunodifusi6n y aglutinación han mostrado también que 

dentro del grupo l!• fragilis existen diversos serotipos. (1,2) 

Los antígenos mejor estudiados son loo lipopolieacáridos de la pared , 
celular de ~· fragilis y!• melaninogenicus 1 que muestran especifici­

dad serol6gica en forma análoga a loe antígenos somáticos de la fami-

1 ia Enterobacteriaceae. (20 165 1 122) 

Los 1 ipopolioacáridos de la Jlared celular son complejos de al to peso 

molecular, comJluestos de polisacáridos, lipidos y pequeñas cantiuades 

de proteína. (90 1129) Los determinantes antigénicos están presentes 
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en la parte polisaoárida de la molécula. (69) Cada ce~a de !!:.. fral"ilie 

comparte varios antígenos O con otras cepas de la milima eEpecie y oca­

sionalmente con otras especies de Bacteroides. (67,69) 

Loe lipopolisacáridoa de !k_ tr!Rilie y!:_ melaninogenicue no pooeen 

loa a~úcares heptos~ y 2-ceto-3-deoxioctanato y el ácido B-hidroximi­

rístico que estin presentes en la mayor parte de las endotoxinas bact! 

rianas. En consecuencia, no presenta la actividad biol6gica clásica de 

una endotoxina¡ la reaoni6n de Shwartzman es negativa en conejos a do­

sis mayores de 1 mg 1 comparados con una prueba positiva al administrar 

12.5Jll! de la endotoxina de !!:. !ze!!.!.. La prueba de letalidad en embri.2. 

neo de pollo y la gelificaci6n del lisado de Limulus ocurrieron en do­

s is significativamente más al tas que con la end~toxina de [:.. ~· 

(82 ,131,132) 

Lo anterior tiene relaoi6n con una baja incidencia de coa.gulaci6n in­

travascular diseminada con sepaia debida a miembros del grupo !!2!!­

roidea. (82) 

!:.. f::-!(·il ia !l!!. tryil is presenta un antígeno capsular específico de 

grupo, con un peao molecular de áoo,ooo· y compuesto de hexoea, hexosa­

mina, metil pentosa y ácido siálioo, (83) 

La especie !!:.. melaninogenicua !l!! aeaccharol1ticus presenta t8.l!lbién 

un polisacárido capsular demostrado por microscopía electr6nica con 

rojo de rutenio'y antiouerpos maroados con territina¡ este antígeno 

~ostr6 ser específico de subespecie por inmunofluorescencia indirecta. 

(132) 

La presencia de un lipopolisacárido relativamente no activo y un antí-

geno cnpeular, explica en parte que este microorganismo raraa vecec 



24 

produce bacteremia y choque eéptiooJ sin embargo, se le asocia frecue~ 

temente oon la formación de abscesos. (132) 

Existen diferencias en la composición química del polisacárido oapau-

lar entre las cepas de !:.. tragilie 1 pero no en el lipopolisaoárido. 

Otras nspecies de Bacteroides poseen un material capsular, sin embargo 

ño promueven la tormaci6n de abscesos. (86,122) 

' La membrana exterior de ~· f¡agil¡s contiene un antígeno proteico ter-

molábil que se muestra en reacciones de precipitaoi6n y es aparenteme.!1 

te específico de grupo. (20) Otros reportee indican que este antígeno 

termolábil puede producir reacciones cruzadas con algunas especies de 

Bacteroides estrechamente relacionadas. (105,196) 

La proteína torrnolábil y el lipopolisacárido termoestable proporcio­

nan una base para la clasificación nerol6gica de !:.. fragilisJ los di­

ferentes serotipos se definen por grupos antigénicoa individuales o 

combinaciones de ellos. (105,196) 

Fusobacterium 

Araujo y cole (1963) utilizando la técnica de inhibici6n de la hemagl~ 

tinaci6n encontraron un alto grado de especificidad serolgioa en los 

lipopolisacáridos aislados de 21 cepas.de ?:. nucleatum. (37) Estos re­

sul tndos fueron corroborados por Kristotfereen 7 cola, y más tarde por 

Hotstad 7 cole, quienes detectaron cuatro especificidades sero16gicas 

en lipopolisaoáridos aislados de cuatro cepas de !:., nucleatum. (72,94) 

Los lipopolieacáridos de fusobacterium son complejos de polisacáridos 

Y lípidos conteniendo f6sforo y cantidades variables de polipéptidos 
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en una pequeña proporoi6n. (68) 

Tienen en común loe eiguientcu azúcares: gluco~ar..ina, gluco&a 1 L-cli 

cero-D-manoheptoca y 2-ceto-3-deoxiootanato, pero difieren respecto 

a la pree~ncia de gal~ctoea, ramnosa y D-glicero-D-manoheptoca. (7~, 

71) 

La estructura general está relacionada con loa lipopolisacáridoe de 

la mayoría de los mioroorganiemoa tacultativos Gram negativos y oon­

eiote de varias partee principales, el lípido A, un polisacárido in­

terno ;y una oadena lateral oligoeaoárida, variable en su co~posioi6n, 

que determina la eepeoifioidad serol6gioa. (68,70,71) 

Como podría esperarse a partir de eu estructura, estos lipopolieacá­

ridos son potentes endotoxinao y se han implicado en la enfermedad 

periodontal humana ;y en casos fatales de choque séptico. (21,5?.,68, 

209) 

Las cepas de Fueobacterium comparten un antígeno proteico asociado 

a la membrana que· ea responsable de la amplia reactividad cruzada de 

este grupo. (68,93) 

Cocoa anaerobios Qram poEitivoa 

Existen pocos reportes respecto a los antígenos en loe g&neroe ~­

~ y Peptoetreptocoocua • Stone en 1940 realiz6 estudios bioquim! 

coa e inmunol6gicos en 24 cepas de cocos anaerobios Oram positivos 

aislados de muestras clínicas y concluy6 que la clasificación basada 

en características bioquímicas no podía correlacionarse con los resul~ 

tadoe obtenidoE en reacciones de precipitación y aglutinación, ademá& 
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de obtener reacciones cruzadas en sistemas heter6logos. (20 1239) 

Estudios posteriores han mostrado que no existen antígenos comunes 

entre Peptoooccus y Peptoetreptococous y que loe antígenos de f.:. ~-

~ son es~ocíficos de especie, distintos a los encontrados en otras 

especies de cocon anaerobios. Por contrainmunoelectrotoresis también 

se ha demostrado que f.:. ~ es una especie inmunológicrunente dis-

tinta. (136) 

Los sueros dirigidos contra f.:. asaccharol.yticue 1 f.:. prevottii 1 f.:. !!!!!.­

~ y f.:. intermediue mostraron especificidad de cepa, con reaccio­

nes cruzadas ocasionales con oepae hom6loga11 1 lo que sugiere la prese! 

cia de varios serotipos dentro de algunas •species. (174) 

Estos resultados se han confirmado por estudios de inmunodi:fusión, in-

munoelectroforeeis, inmunofluorescencia y hemaglutinaoión pasiva con 

sueros dirigidos contra extractos sonicados de cepas de Peptostrepto-

~' excepto por una reacción cnizada entre f:.. parvulus y f.:. produc­

~ en la hemaglutinación pasiva. (58} 

Graham y cole en 1979 reportaron la presencia de un antígeno asociado 

a la pared celular de f.:. anaerobius compuesto en forma mayoritaria de 

Proteína y pequeñas cantidades de carbohidrato. (152) 

Este antígeno no es compartido por otras especie de Peptostreptoco­

~' Peptoooccus y Streptococous, además, no da lugar a reacciones 

cruzadas con sueros dirigidos contra los grupos de Lancefield. (59) 

E:i:i estudios posteriores del género Peptostreptocooc¡g que se han re~ 

lizado utilizando sueros dirigidos frente a céiulas completas y pos­

teriormente adsorbidas, las pruebas de inmunodifusión y coaglutina­

c:i6n con proteína A de §.:.. !!!!!!!!. mostraron antígenos únicos y ningu-
no • d cornun entro de este género, no encontrándoae reactividad de loe 
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sueros con especieo de Streptococcue y Peptoctrcptoooccus. (239) 

Clostridium 

c. perfrinaena 

Datos químicos e inmuno16gicoa han demostrado una relaci4n directa 

entre ol polisacárido capsular de varias cepas de 2.• pertringens tipo 

A y su clasiticaoi4n aero16gica. (6,33,168) Cada cepa encapsulada in­

vestigada contiene un polisacárido de superficie eepeoifioo de tipo. 

(6,33) 

La complejidad de loe antígenos capsulares ae demuestra con los resul­

tados del laboratorio de bacteriología anaer6bica del CDC que ha prep!. 

rado 74 distintos sueros, además de los 13 serotipoc olaeificados por 

Hobbs1 aproximadamente un 59-6~ de las cepas aisladas de alimentos 

contaminados o de oaaoo de gangrena gaseosa pueden clasificarse con ec­

toe aueros, lo que tiene aplioaoi6n aola111ente en estudios epidemio16gi­

cos. (20 1112,168) En brotes de 1ntoxicaci6n alimentaria puede hacerce 

una comparaci6n de loa aerotipos de g_. perfringens tipo A aialados tan­

to del alimento incriminado como de las muestras de heces de los pacien­

hs. (~,~) 

. c. tetani 

Se han diferenciado 10 tipos serol6gicos en base a antígenoE fla.gelcrcE, 

(20,115) Sin embargo, todas las cepas comparten el mismo antieeno som'-
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tioo, lo que permite su identifioaoi6n por técnioae serológioao. 

(115 1 235) La neurotoxina producida por todos los tipos es an•igénica­

ment6 idéntioa, lo que es de importancia práctica, ya que ea neutrali­

zada por una 1ínica anti toxina. (20 1115) Se han aislado variantes no to­

xigénicas a partir de muestras ol!nicae. 

e. botulinum 

La claeificaci6n de las cepas de ~'botulinum en grupos toxigénicos d!, 

signados con letras de la A a la o, ee basa en la especificidad antig.S­

nioa de la toxina que producen, mientras que su actividad bioquímica 

las separa en cepas proteol!tioas y no proteolíticas. (20 1192) 

La composici6n antigénioa de las células vegetativas de E:_ botulinum 

es muy compleja y no se ha podido definir completamente para muchos de 

los tipos. (115) Se han demostrado reaooionee cruzadas entre las cepas 

.A, B y P y entre las cepas C 1 D. (20 11151 192 1235) 

l:xisten diferentes antígenos aglutinantes termoestables y termorresis­

'tentes entre las oep~s de tipo E, que no presentan reacci6n cruzada con 

::cepas de otros tipos. (20 111511251135) Algunos estudios sobre los tipos 

:A y B han permitido su subdivisión en seis subgrupos sobre la base de 

il!us antígenos termolábiles. Estas cepas de E:_ botulinum comparten un 

:antígeno termoestable con Q.:. l!!!!!l!1 Q.:. histolyticum 1 .Q:. sporogenes. 

(20,115,192) 
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c. novyi 

Existen cuatro tipos: A, B, C y D. Todas las cepas comparten loo antí­

genos somáticos en proporoiones variablee,(20,235) los intenten para 

producir anticuerpos específicos de tipo no han dado resultado. (235) 

c. septicum l C. chauvoei 

Todas las cepas de .2:_ aepticum pueden dividirse en doa grupos en base 

a su antígeno somático; ninguno de estos grupos da reacci6n cruzada 

con f.:. chauvoei, que posee un antígeno somático común. (20,152,235) 

c. bifermentans l c. eordellii 

Estas especies pueden diferenciarse en base a los antígenos de sus e! 

peras con reaocionee de precipitaci6n o aglutinaci6n, no se encuentra 

reactividad cruzada entre .las esporas del grupo ~ bitermentane - 2.:_ 

' sordellii 7 aquéllas de ,2:. sporógenes, ~ histol,rticum, ~ cphenoides 

7 ~ pertringens. (20,223) 

Todas las .. cepas de e, sordellii y c. bifermentans producen una to7.ina 

antigénicamente relacionada, pero no idéntica a la lecitinasa (alfa­

toxina) de 2.:_ pertrincens, (20) 



c. difficile 

Produce dos toxinas diferentes, la A que es una. enterotoxina y la B 

que es una oitotoxina, con distintas propiedades físicas y biológicas 

Y de especificidad antigénioa. (7,213) 

Presenta dos carbohidrato& antiglnioos, uno en la pared celular 1 otro 

que puede ser extraído de la membrana celularJ estos dos determinantes 

son compartidos con la especie 2:, sordellii 7 pueden dar lugar a reac­

ciones oruzadas. (177,180) 

Dia.gn6stico de laboratorio 

Los anaerobios pueden causar cualquier tipo de enfermedad. en el organi!, 

mo, existiendo ciertas condícioneu que sugieren su presencia: descargas 

de olor fétido, necrosis tisular, formaci6n de peeudomembranas,. gas en 

tejidos y coloraci6n negra de exudados que contienen sangre. 

Las infecciones por anaerobios generalmente se presentan en la proximi­

dad de las membranas mucosas. Ee tambi&n una indicaci6n, la infecci6n 

asociada a procesos malignos u otra en la que se presente deatrucci6n 

del tejido, así como la relacionada a la administraoi6n de aminogluc6e! 

dos. La endooarditip con un hemocultivo de rutina negativo sugiere tam­

bi'n la presencia de anaerobios. 

Las muestras que se procesan para cultivo de anaerobios no deben estar 

contaminadas con flora normal¡ generalmente ae obtienen por aspiraci6n 

con jeringa y aguja, las cuales se nrotegen de la expoeici6n al aire 

después de la toma. 
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Los métodos de recolección de muestran para anaerobioo que eo recomion­

d::tn se muestran on la t•ibla 4. 

El transporte do las muestras debe hacerse en un contenedor anaeróbico 

o utilizando las técnicae anaeróbicas con jeringa y enviándor.e al labo­

ratorio en loa l'ieuientes 20 a )') minutof;. 

Cuando se requieren períodos máe largos para el trans,orte ce utiliza 

un tubo en que se ha eliminado el oxígeno y que contiene un indicador 

de anaerobiosie; de este modo puede mantenerse durante dos horas o nor 

24 horas si se refrigera. 

Las muestras deben ser procesadas lo más pronto posible, para prevenir 

la pérdida de anaerobios exigentes, muy sensibles al o%íeeno y el cobr.!!, 

crecimiento de las bacteriac facultativas. 

Examen directo 

El examen maoroeoópioo del espéoim~n incluye observación del color, 

olor, fluorescencia bajo luz ultravioleta, pus, presencia de tejido ne­

crótico '3' gas. 

El e~amen microscópico debe incluir una tinción de Gram, observación en 

campo oscur~ o en contraste de fases, para demostrar espiroquetas, otras 

formas móviles y esporas. 

Es importante este examen directo ya que da una idea de loe difcren~es 

microorganismos presentes; además, como control de calidad de las técni­

cas de aislamiento, ya que deben recuperarse en cultivo los diferentes 

tipos morfológicos vistos en la extensión del material original, asimis­

mo proveen al médico de una información preliminar. 



Procedencia 

Pulmonar 

Pleural 

Tracto urinario 

Abeceacs 

Tracto genito­
urinario 
femenino 

Tracto sinusoidal 
o heridas que drenan 
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Procedillliento 

Aapiraci6n percutánea tranetraqueal 
o punción direc~e de pulm6n. 
i:uestras broncosc6picas obtenidas 
con un doble catéter o eccobilla 
bronquial. 

Toracenteais 

Aspiración suprapúbioa percutánea 
de la vejiga 

Aspiración oon jeringa y aguja 

Culdocentesie después de la descon­
taminación de la yagina con pa.tido­
na-ioduro. Para 11Ue&tras de la cavi 
dad uterina puede utilizarse un do: 
ble catéter o escobilla bronquial, 
excepto en loe casos de endometri­
tis postpartum, en que no ee útil. 

Aspiración con jeringa y un catéter 
pequeño de plástico introducido lo 
más profundo posible, después de 
descontaminación de la piel. 
Muestras obtenidas durante la ciru­
gía de la profuDdidad de las heridas 
o lesiones de hueso. Las biopsias 
son un excelente material. 

Tabla 4 Métodos de colección de muestras recomendados 
para cultivo anaerobio. 

Ci tron, D.~·., Finegold, S.M. and Sutter, V .L. 
"WADSWORTH Afü\E:HOBIC BACTERIOLOOY MANUAL" 3rd edi tion 
St. Louia, c.v. Mosby 198o (31) 
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Técnicas de cultivo anaerobio 

Existen tres sistemas: 1) tubo con medio prerreducido y esterilizado 

anaeróbicamente; 2) cámaras de anaerobiosis; 3) jarras anaeróbioae. 

Los dos primeros son métodos sofisticados y se utilizan en el aislamien­

to de microorganismos eY.tremadamente sensibles al oxígeno, P• ej. en el 

estudio de la flora normal, pero no son necesarios para el aislamiento 

de anaerobios clínicamente importantes. 

Se ha demostrado que la jar~a anaeróbioa da 1111,Y bueno• resultados, siem­

pre y cuando se haya colectado y transportado la muestra correctamente. 

ne la jarras anacróbicas, existen varios tipos: unas utilizan un sobre 

ll"Gnerador de hidrógeno y bióxido de carbono y la forrnaoión de agua a 

partir del oxígeno presente y el hidrógeno generado, se realiza en pre­

sencia de un catalizador generalmente paladio. 

Otro procedimiento alternatbo es el de evacuación-reemplazo, en el que 

se elimina el aire pres~nte y se introduce gas libre de oxígenoJ la mez­

cla final contiene So:( de nitrógeno, lo.( de hidrógeno y lo:' de dióxido 

de carbono.· 

Medios de cultivo 

Las placas de agar sangre se pueden preparar con las siguiontes baoes: 

Brucella, Columbia, Schaedler o infusión de cerebro-corazón-extracto 

de levadur~, a las cuales se adiciona vitamina K (10 ug/ml) y hemina 

(5 ug/ml). 

Deben inocularse también medios selectivos como son el de kanamicina­

vancor:·icina en que desarrolla E:l P,"énoro Dacteroides, y el de bilic-eco.!! 



lina, celectivo para el grupo !:,. fra&ilis. 

Existen otros madioo selectivoc, como el qua contiene ácido D-glucur6ni­

co y bilis, altamente selectivo para 1!:., fragilis y el medio CVE, select! 

vo para el género Fusobacterium. (126,225) 

También se inocula un medio de tioglicolato líquido suplementado ~on in­

fusión de cerebro-corazón o un medio de c~rne nicada, crue ee útil para 

recuperar lao bacterias en oaeo de haberse iniciado la tcra~ia con anti­

bióticos. 

Para hemooultivos, se recomienda tripticasa eo7a con.o medio base con 

0.1~ de agar, preparado en condiciones anaer6bicas, se utiliza arnilosul­

tato de sodio como antico86Ulante. 

La recuperación de anaerobios en hemocultivos puede hacerse más rápida 

por métodos de concentración, que utilizan centrifugación en gradiente 

Y filtración en condiciones anaeróbicas, seguida de incubación del fil­

tro en un medio de Müeller-Hinton; se recuperan bacterias anaerobias 7 

fac-~ltativ~s en 30 horas. Este sistema es muy sensible 1 detecta de 3 a 

28 utc/ml, con un ahorro de 24 horas en la detección, comparándolo con 

la t'cnica habitual. (104) 

Todos los medios para aislamiento de anaerobios deben utilizarse recien­

temente preparados; las placas en las que se realiza la siembra inicial 

deben guardarse en jarras anaer6bicas o en una cámara de anaerobiosis 

antes de su uso. No es necesario utilizar placas que se han mantenido en 

condiciones reducidas al hacer subcultivos de las colonias. (31) 
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Observación de cultivos y aislamiento 

Las placne se incuban durante 48 horas antes de una observación inicial 

Y deben incubaree una semana o más antes de desecharlas. 

Si se quiere observar el cultivo antes de este tiempo, la muestra debe 

inocularse por duplicado, ya que los anaerobio• son máe sensibles al 

oxigeno durante la fase log de su crecimiento y los cultivos no deben 

exponerse al aire antes de 48 hora.a. 

Se examinan la• plaoas oon una lupa o con un microscopio eet~reoacópico. 

De cada colonia diterente debe hacerse una tinoi6n de Gram, una resiem­

bra en agar sangre para determinar pureza del cultivo, una resiembra en 

agar chocolate para probar su capacidad de desarrollo· en una atmósf~ra 

de 5 a l°" de bióxido de carbono en aire. Se puede resembrar en aga.r ;re­

ma de huevo para determinar la producción de lecitinasa y lipa.ea. 

En la placa.de agar sangre en que se determina pureza, se colocan dis­

cos que contienen antibióticos: ka.namicina (1000 ug), coliatina (10 ug), 

vancomioina (5 ug). T&e1bién puede colocarse un disoo de polianetol-sulf2 

nato de sodio, para la identificación presuntiva de f:. anaerobius y un 

disco de nitratos para determinar reducción de los miamos por algunas 

especies. 

El eubcultivo de rutina de loa hemocultivoe en condiciones anaer6bicas 

no se reoor:ienda. pues no contribuye significativamente a la poEible 

.identificaoi6n de anaerobios. (155,169) Aún cuando se realicen los hem2 

cultivos aerobios, deben hacerse también para la ~resencia de anaero­

bios, ya que pueden aislarse algunas especies aerotolerante en cantida­

des significativas como Q.,:. oerfringens, J!:. fragilis, B. distaeonis
1 

!:_ 
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nucleatum, !!:_ saccharolyticus y Eubacterium E!!l!.• 

Identificaci6n presuntiva 

Cuando se ha determinado la pureza del cultivo y su tolerancia al oxíge­

no, se hace la identificaci6n preliminar, basada en características mot 

foló~icas coloniales y celulares, sueoeptibilidad a ciertos antibióti­

cos, movilidad, licuefacción de la gelatina, producc16n de catalasa, i!! 

dol 1 reducci6n de nitratos. (79,114) 

Identificación definitiva 

Se basa en las características fisiol6gicas de los microorganismos, co­

mo fermentaci6n de carbohidratos, actividad proteolítica, detenninaci6n 

de produotos finales del metabolismo, características genéticas y pro­

ducción de toxinas. 

Las pruebas bioquímicas que se recomiendan para la identificación defi­

nitiva son numerosas y requieren varios días de incubación, pues gene­

ralmente lós anaerobios son de crecimiento lento. (31) 

Existen e~quemas de simplificación de las pruebas para la identificación 

de anaerobios, en los que ee han seleccionado aquéllas que tienen un 

mayor valor discriminativo. (43) 

El método de referencia es el que utiliza medios prerreducidos y ester! 

lizados anaer6bicamente; este método es caro y consume gran cantidad de 

tiempo, pues cada tubo requiere de observación del crecimiento y medi­

ción del pH, 

Varios miorométodos de identificación están disponibles comercialmente, 
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como el API-2~A y el V.initek. En el caso de los microorganismoa saoaro­

liticos, eetoe métodos correlacionan bien con loe datos de cultivo; 

etn embar~o, los microorganismo débilmente eacaroliticoe o aeacarolíti­

ooe no pueden ser identificados, pues dan reacciones intermedias, dífi­

oilee de interpretar. (30) 

La placa Anatek ee otro método recientemente introducido, que tiene un 

4~ de oorrelaoi6n oon los métodos de referencia. Eete bajo porcentaje 

se debe a que muohaB de las bacterias clínicamente importantes no logran 

tener un bnen desarrollo en laa plaoaa, haciendo dificil la intorpreta­

oi6n de las pruebas. (30) 

otro microsistema de identifioaoi6n determina las enzimas preformadas 

por el microorganismo. Este m'todo se basa en emplear un in6culo gran­

de, pequeña cantidad de los sustratos oromogénioos e incubaci6n en con 

diciones aerobias durante 4 horas, lo que reduce significativamente el 

tiempo necesario para la identificaci6n, en comparación a loa microrné­

todos anteriormente mencionados, que requieren 48 horas de incubaci6n. 

Se ha obtenido una oorrelaci6n de 8~ entre este último método y los 

métodos de referencia. (195) 

La identiticaci6n definitiva de muchos anaerobios requiere el uso de 

crOlllatcgrafía gas-liquido para el.análisis de productos finales del 

metabolismo. Es necesario para la id.entificaci6n de loe cocos Oram po­

si tivoe y ciertas especies de ClostridiUlll. (31) 

.Es deseable que ee realice una identifioaci6n definitiva, ya que mu­

chas veoeo loe microorganismos Oram positivos pueden aparecer como 

Gram negativos. Algunos bacilos muy pequeñoc pueden aparecer como co-

coe, y en ocasiones las esporas son diticilee de demostrar. (30 149) 

Cualquier laboratorio debe ser capaz de identificar, al menos presun-
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tivamentc, los siguientes microorganismos: 1!.• fragilis, pues ea el más 

comúnmente encontrado en muestras clínicas y el que es resistento a un 

mayor número de antibi6ticos y Q.• pertringens, que causa enfermedad de­

vastadora. (43) 

La identificaci6n definitiva es básica para conocer la importancia re­

lativa de los microorganismos aislados, ya que algunos representan sol!, 

mente conteminaci6n con la flora normal. 

También nos da informaci6n adioional sobre la puerta de entrada de la 

inteoci6n, por ejemplo en el caso de una baoteremia; sobre el pron6sti­

oo de una enfermedad, como en el caso de la endocarditis, en que exiate 

una mayor mortalidad asoci!lda a !• frasilis, que a otros bacilos Gra.m 

negativos o cocos anaerobios. 

La asociaci6n entre ~· septicum y los procesos malignos hace notar la 1!!! 

portancia de la identificaci6n definitiva, ya que también permitirá di­

ferenciar entre una nueva enfermedad o una recurrente, la cual podria 

implicar tumor, cuerpo extraño o un abaoeeo no drenado. (49) 

Pinalmente, puede contribuir a conooer mejor el papel de loa anaerobios 

en diferentes procesos infecoioaos, y la prognosis asociada a 4stos. 

Cn> 
Actualmente en los paises desarrollados se han implementado .&todos rá­

pidos de identiticaoi6n, utilizáñdose ~o pruebas presuntivas con una 

alta oorrelaci6n con loe m4todos convencionales. Estas técnicas eon la 

inmu.nofluorescencia, la contrai11111Unoelectroforesis, el ensayo inmunoen­

zimátioo y la cromatografía, que se describirán detalladamente en los 

ca~!tulos siguientes. 
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La técnica de inmunofluorescenoia desarrollada por Coonc en 1942 ee un 

procedimiento histoqu!mico para demostrar y locali?.ar antígenos o anti­

cuerpos en oortes de tejido o en suepenoicnes celulares. Lae inmunoglo­

hlllinae ee acoplan a colorantes tluor~soentee cin pérdida alB"Una en su 

actividad de anticuerpo1 para ciertos prooósitos se marca el antígeno 

de forma eimilnr. La formaci6n de complejos inmunec eetablee se hace vi 

•ible en un microscopio para fluorescencia. (147) 

Loe colorantes fluorescentes o tluorocromos son sustancias caracteriza­

das por su capacidad de alcanzar niveles elevados poro inestables de 

energía, absorbiendo la luz a una cierta longitud de onda y emitiéndola 

inmediatamente a otra longitud de onda dentro del rango de la luz visi­

ble. (148) 

El tluorocromo de uso mis Alllplio es el isotiocianato de fluoreeceína, 

que tiene un máximo de absorci6n entre 490 y 495 n11 r emite su caracte­

rístico color verde a 517 nm. El isotiocianato de tetrametilroda.1:1ina 

muestr3 una fluorescencia rojo-anaranjada, ee un colorante de contraste 

Útil cuando se demuestran doc antígenos o dos anticuerpos en la misma 

preparaci6n; tiene un máximo de absoroi6n a 550 nm y un máximo de e~i­

Bi6n a 580 nm. (28,64) 

El ácido dirnetil-amino-naftalén-cult6nioc (DA115) da una fluorescencia 

v~rde, pero se utiliza poco. (116) 

Los microscopios utilizados para visualizar una preparación por inmuno­

fluoresoenoia son modificaciones oimples del cioroecopio de luz transmi 

tida que involucran una f\iente de luz de alta intensidad, filtros de 

excitación o ,rimarioe, filtros de barrera o se~unda~ios y condensador 
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espeoial. 

En 1967 1 Ploem introdujo un sistema epiiluminado que emplea un ilunina­

dor vertical y un espejo dicroico; on este sistema la luz de excitación 

se enfoca directamente a la preparación a través de la lente del objeti­

vo, lo cual tiene varias ventajas ya que puede combinarse oon luz trans­

n.i tida para observación en contraste de fases. (28) 

Virtualmente cualquier ant!geno o anticuerpo puede detectarse por inmu­

nof'luorescencia. Los pasos involucrados son& preparación del suero inmJ! 

ne o gamma-globulina espeoifioos, conjugación con el colorante fluores­

cente y finalmente el procedimiento de tinoi6n. 

Para la inmunofluoresoencia son necesarios sueros heter6logos que oon­

tenean mg del anticuerpo por ml de suero, su potencia se valora por 

preoioitaci6n ou~ntitativa o por hemaglutinaci6n pasiva. Debe asegurar­

se la especificidad a un nivel que excede el detectable en difusi6n do­

ble o en técnicas inmunoelectroforéticas. {13) 

Es necesario obtener la fracción IgO del suero ya que la oonjugaoi6n 

subsecuente debe limitarse al antiouerpo lo más posible, puesto que de 

este modo se incrementa la eficiencia del proceeo de tinción y se evita 

la tinci6n no especifica debida a proteínas conjugadas presentes en el 

suero. 

En la conjugación con isotiocianato de tluoreeoe1na o de tetra111etilroda­

mina, el ·grupo isotiooianato se une a loe grupos amino libres de la pro 

teína en un pH alcalino, con la formaci6n de una uni6n oarbamido oova­

lente. (148) 
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º~.......---~-........,...-·"""-·-

+ MH2-proteína. OH- t 

El colorante ~ue no ha reaccionado se elimina nor filtraci6n en gel 

o por diálicie e¡haustiva; es necesario t!l.rr.bi6n separar la gar.ima-g"loby_ 

lina fuertemente marcada en una columna de DEAE-celuloaa. (13) 

La sensibilidad de la tracoi6n globulina conjugada a tluorePceína está 

en función del ¡:rado de marcado y la concentración del anticuerpo mar­

cado, (78) La relación P/P expresa el promedio del número de mol6culas 

de fluorocromo por mol4cula de proteína. En la práctica casi todo el 

trabajo se real1.za con conjugados de relación F/P molar entre l.') y 4.5 

para coloraci6n inmunofluorescente indirecta y algo más alta para algu­

nos sistemas de coloraci6n directa, como los que se utilizan para la 

detección de bacterias y para inmunofluoreecencia de merr.brana.. 

Si se establece la cantidad. de anticuerpo por mililitroE de suero, el 

conjU€adO puede diluirse a conoentraciones que se sabe se requieren 

para reacciones satiofactorias de coloraci6n inmunofluorescente. 

En condiciones 6ptimaa se obtienen conjugados que contienen aproximada­

mente 3o% de anticuerpos; ea este caso la tinci6n no específica depende 

de la concentraci6n del fluorocromo en las diluciones correspondientes 

que contienen la concentración deseada de anticuerpos. (13) Ya que los 

conjugados están cargados negativamente y tienden a unirse de forma no 

específico con componentes cargados positivamente. (64) 
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. o 
Los copjugados liofilizados pueden guardarse a 25 O sin una pérdida si& 

nifioativa del título¡ sin embargo, se recomienda la temperatura de 4ºc. 
Loe conjugados en eetado líquido deben guardarse entre 4 y 20° C. (60) 

En la práctica, es importante caracterizar a un conjugado en cuanto ai 

1) asegurar la especificidad, a un nivel que exceda el detectable en d.! 

fusión doble ordinaria o con técnicas inmunoeleotroforéticae. 

2) expresar la sensibilidad, con la relac16n molar F/P. 

3) establecer la dilución 6ptima para un conjugado en un sistema anti- • 

geno-anticuerpo eepecitico. 

Además, ya que existen muchas variables que determinan la obtención de 

un resultado positivo y negativo, al realizar la prueba deben incluirse 

controles adecuados. En la interpretación de la microscopia de fluoree-

oencia se necesita cierta precaución, debe darse por positivas sólo 

aquéllae muestras que presentan una fluorescencia definida y una morfo­

logía similar a la del control. (74,200) 

Otro problema que se presenta en inmunotluorescencia, eu la tinci6n no 

específica debida a ciertas cepas de~~. que ocurre porque la 

porción Fe de las inmunoglobulinau se une inespecíficamente a la prote.!, 

na A presente en estos microorganismos. Esto puede evitarse añadiendo 

suero normal al conjugado, haciendo una digesti6n de la inmunoglobulina 

con pepsina para remover el fragmento Fo o agregando el conjucado de r~ 

damina de una inmunoglobulina dirigida contra ~ !!il:!!!!• (51) 

La tinci6n por inmunotluorescencia puede realizarse de diversas formas, 

de las cuales las más comunes son la técnica directa, en la que el sue­

ro específico conjugado se agrega directamente a la preparación y la 

téc~ica indirecta, que fué utilizada por primera vez por Waller y Coons 

en la que se hace reaccionar el anticuerpo específico no marcado con el 
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antígeno y después se adiciona la anti-globulina específica m'll'cada. 

Otrac dol? técnicas que son modificacioneu del método, con el si&tema 

com¡ilemento-anticomplemento descrito por Goldwaeser ;¡ 3hepard y la. rer.2. 

3ión de inmunofluorescencia mi7-ta o de antígeno marcado descrita por 

Beutner1 Holborow y Johneon. (51) 

En la técnica del complemento ee agrega un suero específico y suero 

fresco de cobayo como fuente de complemento; este complejo se visu~liza 

agregando anticuerpo marcado dirigido al complemento. (143) 

El método directo generalmente se utiliza en la identiticaci6n de baot!, 

riae y casi siempre es necesaria una serie de conjugados diferentes 

para cada eerogrupo o serotipo de un microorganismo. 

El método indirecto en general se utiliza para detectar anticuerpos di­

rigidos frente a. microorganismos específicos. 

Aplicación en el diagn6stioo de anaerobios 

Grittin en 1970 report6 la posibilidad de utilizar la inmunotluoreecen­

oia para la identiticaci6n rápida:· de especies d~ Baoteroides, Fusobac-· 

~ y Spbaerophorss• Loa estudios de García, y Palea 7 Teresa, con 

inmunofluorescencia directa para detectar la especie Sphaerophorus !!!,­

crophorus (.Puaobacterium nucleatum) mostraron que los conjugados son 

específicos de especie y que los conjugados polivalentes pueden utili­

zarse para la identificación directa en muestras clínicas. (47,53) 

Se obtuvieron datos que indican una heterogeneidad serol6gica en !!:_ !!!,­

crophorus, ya que unos determinantes antigénicos son cor.:partidos por al 
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ffllnas cepas y otros son únicos, confirmando aeí loe resultiul.os obteni­

dos ?Or Griffin. (47,53,74) 

Stauffer y ools (1975) reportaron un método de inmunofluoreacennia in­

directa para la identificaci6n de Bacteroidee y F\tsobacterium. Los su~ 

ros utilizados se obtuvieron por inmunización con euspensionee celula­

res de lae diferentes cepas. En el caso de !!• fraeilis, loe sueros re­

sultan específicos de cepa o específicos para posibles grupos serol6g! 

cos dentro d.e subespecies, excepto por reacciones oruzadae entre sube! 

pecies. Loe sueros diri;ridoe contra F\isobacterium mostraron especific! 

dad de cepa. 

En este estudio se observó la necesidad de desarrollar sueros adiciona­

les para cubrir los tipos antigénicos encontrados, ya que ocasionalmen­

te se obtienen reacciones negativas en inmunofluorescencia con resulta­

dos positivoc en cultivo¡ aei como también la necesidad de preparar su! 

ros polivalentes, dada la gran cantidad de éstos que deben utilizar.se. 

(205) 

Para facilitar la preparación de los sueros polivalentes es necesario 

contar primero con sueros que tengan un título alto en inmunofluoresce!l 

cia. Abshire (1977) de~ostr6 que pueden obtenerse altos títulos con el 

método que describe y que implica una inmunización con suspensiones ce­

lulares tratadas con formalina, la dosis de antígeno utilizada es sene!. 

blemente mayor que en estudios anteriores. {1); además en este estudio 

se obtuvieron datOG que indican que en el método indirecto de inmuno­

tluorescenoia con suero completo, los resultados son los mismos aue 

cuando se utiliza la fracción gamma del mismo, por lo que no es necesa­

rio purificarlo, ya que no se tienen por ello reactivos más efectivos. 

3~ 1974, Lambe aplicó la inmunofluorescencia para la clacificación de 
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!!:. mela.ninogenicuc en tres scrogrupoe; la aeignaci6n a un scrogrupo eo­

pecífico ce correlacionó con la caracteriza=ión bioquímica en ol 9í:/f. de 

lao cepas probadas. (99) Lambe y Jerris (1976) deca.rrollaron un conjue! 

do polivalente para la detección por inmunofluorescencia de !:,. ~­

nogenicus en cultivo puro, pero menciona.n que puede utilizarcc ~ara 

identificar colonias aioladas de cultivos mixtos. f.á~ tarde, con los 

con,iugados ee9ec!ticos de cada grupo, puede hacerse la identificaci6n 

a nivel de especie. (102) 

Kaeper y cola (1977) dernoctraron que la especie !!:_ frag:ilis ~ fra.gi­

.!1:.!. se puede identificar por inmunofluoresoencia indirecta, utilizando 

un anticuerpo dirigido frente al polisacárido capsular que se encuentra 

uniformemente distribuido en esta especie. (85) La presencia de esta 

cápsula también ee demostró por microscopía electrónica, tinción de ti!! 

ta china y reacción de Quellung. El material capsular de !:,. fra¡rilie 

causa abscesos experimentales aún cuando no se encuentran las células 

viables, fenómeno no obsel'll'ado con el polisac~rido pneumocóccico. (88, 

165) 

otros autores han demostrado cápsúla en especies del grupo !!.:. tragilis 

como ~ thetaiotaomicron y .!!:. vulgatus; este material capsular tiene 

una oompocici6n química diferente al que se encuentra en !:.. fra.gilie. 

{14,206) 

Estudios posteriores de Kasper muestran que otras especies de Bacteroi­

~ poseen un material capsular de composición química diferente, que 

no promueve la formaci6n de abscesos. (86) Es importante considerar en 

es~os resultados, que la cápsula se pierde en loa su~cultivoG, nl rea­

l~ estudios de la estructura o de la inmunidad de !!.:.. fragilis. (5, 



46 

De forma similar, ae ha encontrado en la especie !:.. melaninoaenicus !!E!! 

asaccharolytious una cápsula de polisacárido demostrable por microsco­

pía electr6nica, con rojo de rutenio y anticuerpos marcad.os con ferri­

tina. (132,133} Este antígeno mostr6 ser especifico de subeepecie por 

inmunofluoresoencia indirecta. (33) 

Se ha demostrad.o que !:,_ melaninogenioue es capaz de producir absceaou y 

es posible que un polisacárido sea responsable, al menos en parte, de 

la virulencia del microorganismo en forma análoga a.l antígeno capsular 

de ~ fra.gilis. (131;l33) 

Se ha sugerido que el 9r;yf, de las cepas de !,- tragilis comparten un ant!. 

geno capsular común. Xasper (1979) utilizando un suero dirigido contra 

el antígeno ca?sula~, obtuvo una sensibilidad de lOr!f, y una especifici­

dad. de 90.3~ en la identificaci6n de 1!:_ fr85ilis en una prueba de inmu­

nofluorescencia indirecta. (84) Sin embargo, estudios recientes mues­

tran que el antígeno común es el lipopolisacárido y la prueba de inmu-
' nonuorescencia, utilizando un suero dirigido contra el lipopo.lisaoári-

do, detecta un 8~ de lae cepas de !:,. fragilia, en oomparaoi6n con el 

dirigido oontrn el polisacárido oapsular, con sólo el 5~. 

Estos resultados sugieren la presencia de un determinante antigénioo 

mayoritario entre las cepas de esta especie que ea el lipopolisaoárido, 

lo cual correlaciona con la oaraoterizaci6n química de estos antígenos, 

en loa que ee encontraron diferencias importantes por inhibici6n de 

Los sueros dirigidos contra el lipopolieacárido son fuertemente especí­

ficos de tipo utilizando la t4cnica de inmunoditueión e inmunofluores­

cencia directa, Ja que un 90-93% de las cepas probadas se identificaron 



47 

con eotoa conju$ad.oa, en loe 011a.lea no se observó reaoci6n cruzarla con 

~ thetaiot~omicron, !:. vulgatua, !:.. diet~conic y!:. ovatuo. (101,144) 

Se obtiene una oorrelaoi6n de 90% entr<. la inmunofluoresoencia directn­

mente en muestras clínica.e y loe métodos de cultivo. (61) 

Recientemente se ha producido un equipo comercial, Fluoretec, de Ptizer 

Di~oetios, el que contiene un suero polivalente obteniclo en conejo y 

diricrido contra.!!.:. fragilis, .!!.:.. vul~atue, !!:. distaeonie, !!:. ~y 

~ thetaiotaomioron {Fluoretec-~) y otro dirigido contra !!:. melaninoge­

~' !:. intermedius y !!:. aeaocharolyticus (Fl.uoretec-M) Estos sueros 

están conjugados con isotiocian~to de fluoresoeína. ";'Ue permite la inmu­

not'luoresoencia. directa de eapecímenec clínicos. (200) 

El equipo contiene controles positivos de loa dos grupos de Bacteroides 

fijados con formalina. Incluye también gaama-globulina humana y gamma­

globulina de conejo conjugadas con rodamina B (prestaína), que rea.ocio-

na. con los microorganismos que contienen proteína A, .principalmente 

!!• ~· y se bloquea la reacción no específica con la porción Fe del 

anticuerpo tluorceoeinado. Loe reactivos cubren las especies de ~­

roidee de interés clínico con la éxcepción de !!• corrodens. 

La presenoia de otras bacterias aerobiae, facultativas y anaerobias no 

intluencían el resultado de la prueba. (61,158) Varios autoreo han eva­

luado este método comercial comparándolo con los métodos convencionales 

de identificaci6n.(Tabla 5) 

Puede encontrarse una concordancia completa entre el método de inmuno­

fluorescencia y la identificaci6n convencional por frotis de coloniae 

aisladc.s y frotis de hemocul ti vos poni tivo¡;. Combinando la detecci6n r,e 

diométrica de bacteremia con la técnica de inmunofluorescencia, es pos! 

"ole dar un resul t;i.do nres,mti"vo de baoteremia por l!• fr!l.l!'il is en 12 ho-
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1'luoretec-F sensibilidad especificidad correlación 
con 

cultivo 

Slack y cola (200) 80.'11> 98.~ 

Hakou y-cole (153) 96.t:fl, 97.ot. 

De Girolami 
y cols (38) 92. 5'fo 91.~ 

Holland y cols (74) 98.~ 

Wills y cole (236) 50.~ 98.ot. 

Labbé y cols (97) 87.3~ 

Weissfield y cols 
(230) 88.~ 

Jl'J. u ore tec-'1 

Slack y cole. (200) 95.~ 97.íj'/. 

Nakou y cole (158) 87.~ 99.~ 

Holland y cola (74) 100.~ 100.~ 

Tabla 5 Evaluación del eqUipo P.l.uoretec 
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rae. (33) La frecuencia reportada para ~· melanino(!!nicus en hemooulti­

voe no ec suficientemente alta parn juctificar un encayo de nitina. con 

este rnátodo. (74) 

Loe reoultadoe obtenidos confirman lo encontrado en otros eetucios en 

que se observa una b&ja sensibilidad de ente equipo comercial para de­

tectar~· ~' !• vulgatus y!• dietaeonis. (38,74) Estao especies 

no son aislamientos frecuentes en muestras clínicas y cuando lleean a 

observarse están junto con~· fragilie y!• thetaiotaomicron y su impor 

tancia como pat6genos no eet¡ bien establecida. {38) 

Eate estudio revel6 una aparente reactividad cruzada con doe oe,ae de 

!· eggerthi, lo que no es sorprendente en vista de la homología de DNA 

que se presenta entre esta especie, cepas de !• uniformis y !!• fragilis 

!!?! (BS-21). !• eggerthi es parte de la flora normal y no se ha report!. 

do como agente causal en infecciones. 

Cuando se prueben cultivos puros, se obRervan reacciones falsas positi­

vas con estafilococos 1 con esporas de ~· ramosumf la·morfolo~!a en es­

tos casos permite la elil:linaci6n de cualquier error diagn6stico. (97) 

!• ~ y !• disiene parecen estar relacionados con :!!.• melaninogeni­

~ y en ocasiones se presenta reactividad cruzada. (97,230) 

El reactivo· polivalente y monovalente de Jl'l.uoretec-N no detecta las ce­

pas de!• asaocharolytious de origen oral, por lo tanto se r.ueden 69ne­

rar falsos negativos en estudios de especímenes de la cavidad oral y de 

otros sitios en que la inteoci6n ha tenido su origen ahí. (153) Otros 

estudios han mostrado diferencias morfoi6gicae e inmunoqu!micas impor­

tantes entre estas dos cepas de !!• asaccharolyticus puecto que las ce-
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pas orales presenten un material oapsular denso, demostrado ~or mioroe­

copía electrónica e inrnunofluorescencia. (101 112811531183) 

Recientemente so ha propuesto que las cepas de ori¿::en oral se incluyan 

en una nueva oepecie, ;e,. gingiyalis, pues no comparten homología de DUA, 

ni oompoeici6n de ácidos grasos celulares con !• asaocharolyticuc. 

Wills comparó un suero polivalente dirigid.o frente a especies del grupo 

!!.• trasilis (suero de Barta) con el suero oomeroial que se ha deoorito. 

El suero de !!arta fué más sensible, (891() pero menos específico (8&.') 

que el equipo Fluoretoc que mostró una 1enaibilidad de 5~ y especifio! 

w~~ 

Esta baja sensibilidad puede deberse a que solo se emplea un paso de 

tinci6n 1 que acorta y simplifica mucho el método. 

, La pr~babilidad de que un valor negativo en inrnunofluoreaoenoia sea co­

rroborado como tal por cultivo, para el suero de Ba.rts es de 9~ y de 

1':1f. para el equipo, indicando esto que una prueba negativa con el sue­

ro de Barta es un indice confiable de ausencia del grupo !• fragilia en 

muestras clínicas y así puede llegarse a una aproximaci6n "'s racional. 

(236) Este último posee una multiplicidad de antígenos, como se ha de­

costrado por la presencia de varios aerotipos relacionados con el antí­

geno soDático. Es posible entonces que la presencia de resultados fal­

sos neeativos se re!acione a la ausencia de un antígeno al preparar el 

suero¡ pueden existir variaciones geográficas en la prevalencia de sera 

tipos, por lo que debe seleccionarse una oombinaoi6n adecuada de sueros 

en la elaboración de un reactivo polivalente de tal manera que las ca­

racterísticas cubran adecuadamente el rango de determinantes antigéni­

cos encontradon en las cepas locales de Baoteroides. (11 1103) 
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En lo referente al género ~loctridium 1 Walker ;¡ Batt:r utilizr,ndo inr.-.uno-

fluorer.~!.r.cin tlirec~o. encontrr>ron qur; er!::. pocible por e:.te rrótor.lo dife-

renciar tret .,-up~~ importnntec dentro de la especie ~· botulinum: 

cepar proteol!ticas de los tres tipos toxig6nico~ A1 B y ?; lac no pro-

teoliticac de los tipos C y D, y lar- ce,as no ~roteolíticac del tipo 3. 

Sin er.1bargo, observaron reacci::mes cruzadan con el primer gru:>o ;¡ E.• 

s~orogcnec. (224) 

Y.ás tarde l'.idura y cole reporto.ron ta.r'1bién la identifica.e i6n e.e loe i;í-

pos A, B y E de Q.. botulinwn por inmunofluoreecenoia. Loe cueron dirigl, 

dos contra lF.a formas vegetativac de los microorgo.nismoc result;n ser 

específicos :r censibles :r no se encuentran reacciones oruzadac con 

otras especies de Clostridium. (146} 

Ya que exicte la poeibilidad de encontrar cepas no ~oxigénicac, la :>re-

sencia de la toxina debe contirmaree por pruebaE de protección en anima-

les. Los autores proponen al método co~o una prueba presuntiva útil en 

estudios epidemiol6gioos don1e hay que manejar gran cantidad de mues-

tras. {146) 

Bn un estudio reciente se ~repararon sueros tluoreacenteo dirirridos coE 

tra cepas reprea~ntativas de dos grupos toxigénicos de 2.• botulinum1 

Grupo I, cepas proteol!tioae de los ~i9os A, B y !i'lj Grup~ II, ce,as no 

proteolíticas de loa tipos :s, E T 11'. Se prepararon rea-::tivos ad5.cioniües, 

uno dirigido frente ~ [. aporogenes 7 otro frente a .E.• botu!inum tipo G, 

.que se evaluaron con 200 cepas de ~· botulinum :r 64 cc,as de otrar. ecpe­

ciea de Clostridium. 

:ae.a reactivo dió una prueba poei ti va con laE copar, de cu :;:r-..t;? hor.~6lopo 1 
obeervándose algunas reaocion~s cruzadas entre diferent~a ti;os ~~~icéni­

cos dentro de un ~ismo IT!"Upo fisiológico y con ~cnos f~eou~nci~ cnt~e 
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diferentes gru~oo fisiol6gicos. 

La reactividnd cruzada del tipo F con Q.. perfringens limita su utilidad, 

ll1les 8eneralrr.cinte esta especie está presente,en el tipo de muestras que 

se examinan. Algunos de los reBctivos dan una reao~16n positiva oon ce-

pas no toxigénicaa, por lo que se requieren pruebas en ratones para con-

firmar la ~resencia y el tipo especifico de la toxina. (56) 

Loe reactivoa que se describen, particularmente el dirigido al grupo I 

son útiles cor.~o una prueba presuntiva en la identificación de Q.• ~­

.!!!!!!!• especialmente en el botulismo infantil. (56) 

Se ha reportado la diterenciaci6n entre laa dos especies relacionadas 

c. ohauvoei y Q.. septicum por imnunotluo~eacencia 7 este m6todo se apli­

ca a su identificación en cultivos, aeocionea de tejido y frotis de lesig, 

nea, ya que los conjugados utilizados no dan una reacci6n positiva ni con 

otras especies de Clostridium, ni con bacterias aerobias y facultativas. 

(8) 

La deteoci6n por inmunofluoreecenoia de Q.. difficile directamente en mue!!. 

tras feoaleE se ha comparado con loe resulta.dos obtenidos por oul tivo 7 

análisis toY-igénicos. (237) El conjugado fluorescente presenta reactivi-

dad cruzada con ~· aordellii,. [·. bif'e:rmentane, ~· ohauvoei 7 ~· sporogenea. 

La adeorc16n del suero conlleva a una P'rdida de reaotividad frente a 

otras especies de Clostridium, pero tambi4n frente a g_. difticile, lo 

que sugiere que se necesitan más estudios sobre la aerolog1a de eeta espe-

cíe para desarrollar un suero eapec!f'ioo que cubra los diversos aerotipos 

que ~ueden encontrarse, se ha reportado una sensibilidad de 86% y la pro­

babil idRd de un résulta.do positivo corroborado por cultivo de 97'{. para la 

detección de ~· difficile por inmunotluoreecencia. (237) 
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En los pacientes con diarrea aoooiada a antibi6tiooa loe resultados de 

cultivo e inmunofluoreccencia correlacionaron en un 9JI,. Sin emb~rgo en 

un 6~ de lao muestras de personas sanas en quieneo no se nudo cultivar 

~· difficile, se obtuvo la ~rueba poBitiva por inmunofluor~ccencia. 

l'o obstbnte, se considera que este método e11 útil 001110 una ;irur,ba presun 

tiva en este padecimiento. (237) 

Porechen y Spauldin~ obtuvieron conjugados fluor~scentes dirigidos fren­

te a cinco ennecies prevalentee de cocos anaerobios en mueetr~s clínioac: 

P. prevottii 1 !!.• anaerobiua, f.· intermediue, ~· aeaocharolytioua y f.· !!!!!.­

!!!:!!.• (174) Loe conjuga.dos dirigidos contra lae cuatro prir.1~rae esi>ecin 

que se mencionan, mostraron un alto grado de especificidad de cepa. 

El conjugado dirigido trente a ~· ~ detectó un antígeno eepecie-eeP!. 

cífico y las reaooionee cruaadaa que se presentaron con ?.• anaerobiua 

se eliminaron por'adsoroi6n de loa sueros. También se detectaron ocaeio­

nallll9nte :reacciones cruzada• con las cepas ho•ólogas, lo que sugiere la 

presencia tanto de ant!genoa comunes como de diferentes serotipoe en 

Oada una de las especies. (174,239) 

Estudios poateriorea han demoatrado:'también que los géneros Peptococous, 

Peptostreptococcua y Strentococous son serológicamente distintos y que 

no se observan reacoionBll cruzadas entre elloe cuando ae utilizan sue­

ros adsorbidos. (58,59,239) 

Ro exioten reportes de la utilización de estos conjugados direotamentc 

en muestras elinicas, sin embargo, los resultados de especificidad obte­

nidos de los eueroo, sugieren que pueden utilizarse pn~a la clasificación 

serol6gica como un rnedic rápido de identificación. (58 1239) 



El método de inmunofluoreaoenoia puede adaptarse fácilmente en el labo­

ratorio, es especifico 7 con un margen de error limitado1 los resulta­

dos pueden obt~nerse en una a doc horae. Además, no está limitado por 

el tipo de muestra de que se disponga, contaminaoi6n por flora saprofi­

tioa o tiempo de procedimiento en el manejo de la 111Ueatra. (74,97) 
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III IDEllTI Ji'IGACIOll POR COllTilAJ!lf.:mrn:~LE0·rhO!O!{:io;~IS 

La aplicaci6n de la inmunoprecipitaci6n al estudio rlo loe ant!eenos 

bactorianos hizo que el campo de la serología se comenzara a decarrollar 

durante la primera parte del siglo XX. (23) 

Bn 1946 Oudin desoribi6 un sistema de difusión aislada del antígeno y 

el anticuerpo en tubos llenos de agar. Este adelanto pronto fué seeui­

do por la descripoi6n clásica de Ollchterlony de la doble difusión en 

capar de agar sobre la11inilla•, método que todavía tiene amplio uso y 

se aplica en la identificación y análicis de sitemas precipitantes an­

t!geno-antiouerpo, (28,148) 

Las técnicas de imnunoditusión se basan en el principió de que la~ ma­

cromolécul ae pueden difundir libremente a través de geles, estando di­

cha difusión limitada por la concentraci6n del gel. (135) Empleanlo so­

portes adecuadoe, en especial aquéllos que tienen como base aear dicuet 

to en electrolitos, es posible hacer migrar antígenos y anticuerpo!, de 

modo que al encontrarse interaccionen, La reacción que se origina se vi 
sualiza como banda• de precipitaci6n, que permanecerán establee· mien­

tras una afluencia mayor de loe reactivos no provoque redisolución. (51, 

135,148) 

En la inmunodifusión simple, el anUgeno o el anticuerpo permanece fijo 

Y el otro reactivo ee 111Ueve y ee acopla a él, mientras que en la inmuno-

. difusi6n. doble, ambos reactivos están libres para moverse uno hacia el 

otro, El movimiento en cualquier forma de inmunodifuEi6n puede !er li­

neal o radial. (28,148) 

Los métodos de precipitaci6n en gel que dependen s6lo de la difuEión mo-
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lecular para poner en contacto a loe reactivos, tienen una baja sensibi­

lidad, ademác de requerirse un tiempo nrolongado, de 24 a 48 horas, para 

que pueda detectarse la preoipitaci6n. Esto ee debe a que una proporción 

alta tanto del antígeno como del anticuerpo difunden en otraF- direccio­

nes, de tal forma que las cantidades de loa reactivos que finalmente 

participan en la reacci6n ee pequeña. (51,148) 

La formación de líneas de precipitaoi6n en cualquier sistema de inmuno­

difusión depend.e grandemente de las concentraciones de antígeno y anti­

cuerpoJ la precipitación máxima se forma en la zona de equivalencia con 

cantidades decrecientes de la misma en las zonas de exceso del antígeno 

o del anticuerpo. Otros factores que afectan la reacción son los electr~ 

litas utilizados como amortiguador, el pH y la tom~eratura. (28,135,148) 

La probabilidad de que el antígeno y el anticuerpo se encuentren, se pu! 

de aumentar oi se impulsan ambos mediante corrientes eléctricas, y por 

lo tanto, también aumentará la velocidad de aparici6n de una linea de 

precipitación. (28,148) 

Aunque se han descrito n1111erosae variaciones de loe métodos que combinan 

la electroforesis con la difusión, solo dos han logrado, haeta la fecha, 

un grado apreciable de aplicabilidad clínica y son la contrainmunoelec~ 

troforeais (CIE) o electroinmunodifu.si6n doble y la electroinmunodifu­

eión única dimensional o electroforesis en cohete de Laurell. (135) 

La CIE también se conoce como electroforesis en contracorriente, electr2. · 

precipitación, inmunoosmoforeeis, electroforesis por sobrecruzamiento, 

electrosinéresis e inmunoelectroosmoforesis. (148) 

El principio básico del método implica la electrofore~is en un gel con 
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con el antígeno y el P.nticuerno corriendo en direcniones oouectac de m! 

ncra cimul t<inr.a ri 011rtir de pozoa r.e:i:iradoc, con l'' prccipi t:;ci6r. recu!, 

tante en un ;iunto intermedio a cus orígeneu. (28,51) 

La migración electroforética de una partícula depence de vnrior. facto-

rr:c cor..o son: el voltaje aplicado, la fuerza i6nica del amortil!Uador y 

el pH del medio, que influyen en la carga eléctrica de dicha partícula. 

(28,135) Debido a que el agar no es una sustancia abcolutamente neutra, 

acomoaña a la electroforesis un fenómeno cecundario, llamado electroen-

dosmosis, que coneiste en un movimiento del l!~uido que está ombebido 

en c:l ~el en el sentido opuesto al de la corriente eléctrica • .r::ste rr.o-

·vimiento es regular y no interfiere en los desplazarniontoc ~or electro-

foresic. 

e1 estas dos m~nciones son iguales tendremos la impreción de ~ue la 

partícula no se ha movidOJ en_ cambio, su movilidad será la del sentido 
... 

de la corriente, aunque más reducida, ci suc moléculas ectán fuertemen-

te cargad~s. Las moléculas poco cargadas son deaplazadac por electroer.-

dosmosis en sentido contrario al de su migración electroforética real. 

Las sustancias neutras solo son mÓvilizadas por la corriente endoamóti-

ca 3 ocuparán después de la corrida electrotorética, una pocici6n que 

correcponde.r!á al punto cero de migraci6n. (135) 

Durante la electroforeeis en un medio con pH alrededor de 8, las gao"-a-

globulinae, no obstante eatar cargadas negativrJmente, se desplazan ha• . 
eia el cátodo como consecuencia del flu.io endosrn6tico orif!'inado por el 

?roceeo. Las proteínas antigénicas en esac condiciones migrarán en di­

rección an6dica. (135,148) Por lo tanto, la contrainmunoelectroforec~~ 

sólo se aplica cuando el antígeno y el anticuerpo tienen un pH isoeléc-
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un pH intern:edio entre estos dos valoreo. (28,135) Para. favorecer el fe­

nómeno electroendosm6tico se utilizan soluciones amortiguadoras con dif!, 

rente fuerza i6nica pnra la cámara de electroforesis y para preparar el 

medio de sostén. (135) 

El medio de difusi6n debe estar libre de impurezas, ya. que si las mismas 

son de oaráoter antieénioo pueden interferir con los resultados. Se ha. 

O(lr.iprobado que la a¡rarosa es el soporte más adecuado pa.ra la CD;, ya 

que permite el desarrollo adecuado de la electroendosmosie. (135) 

Generalmente se utilizan soluciones amortiguadoras con un pH comprendido 

entre 8.2 y 8.6 1 de loe cuales los·más comúnmente empleados oon el bar­

bital y el veronal. La :tuerza iónica del amortiguador incide sobre la V! 

locidad de migración de las partículas: si es baja, las moléculas migran 

más rápidamente por lo que se reduce el tiempo de corrimiento¡ sin embar­

go, una. fuerza iónica alta permite una. delimitación más clara de las zo­

nas de precipitación. (135,148) 

La CIE utiliza el voltaje más elevado posible para lograr la máxima sepa­

ración de los componentes, reduciendo el tiempo de corrimiento. Lo ante­

rior tiene la ventaja de reducir al mínimo la difusión libre de loe reac­

tivos, sin embargo, un voltaje excesivo produce UDA gran cantidad de ca­

lor que puede provocar la desecación del medio de soporte y por lo tanto 

la distorsión de las bandas de precipitación. Debe lograrse un balance ª!!. 

tre la fuerza iónioa del amortiguador y ei voltaje aplicado para lograr 

una buena. resolución, con la mínima producción de calor. (28,135,148) 

La claridad de las bandas de prec.ipitación obtenidas puede aumentarse 

agregando dextrano T-70 en una concentraci6n final en el gel de 4%, lo 
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cual reduce la solubilidad de corq>lejoa inmunes e incrernentR flOr lo t:~n­

to la r 1,solilci6n del r~étodo. (198) 

Otro factor q11e debe ser controlado es el am11eraje gP.ne:r'":lo, que no de­

b~ exccd~r de loe v~lores que se han determinado previar~ente, para evi­

t~r una ~roducci6n excesiva de calor. (135) Los sueroc.inmuner, deben pr~ 

barse previlUJlente en cuanto & sensibilidad y especificidad 7 es recomen­

dable incluir controles positivos y negativos para comprobar que loe re­

sultados obtenidos no ae deben a artefactos producido& por alp,unoc de 

los componentes del sistema. (28 1148) 

Las placas inicialmente usadas por Grabar para loe corrimientoc electro­

for~ticos eran muy grandes, lo que significaba el empleo de mucho tiempo 

y el consumo de apreciables cantidades de suero. Scheideger propuso más 

tarde el empleo de portaobjetoo como soportes y desarrolló un m'todo lla 

mado mioroinmunoelectrotoreeie, que es el que se emplea actualmente. 

La CIE puede producir líneas visibles de precipitación en 21 a 45 minu­

tos Y ec aproximad&111ente 10 a 100 veces más sensible que la illlllllnodifu­

si6n doble. Sin embargo, eolo pueden obtenerse resultados semioue.ntitat! 

vos debido a la dificultad de precinar el punto final de la reacción. 

Aplicaciones· en el diagp6stico de anaerobios 

Weleh en 1980 reportó un m&todo de CIE para detectar la toxina de ~· S,1-

. tficile, con una sensibilidad comparable a la obtenida en el ensayo de 

cítotoxicidad. Cono fuente de antígeno se utiliza el filtrado de un cul­

tivo de 48 horas en medio de carne picada-glucosa. (228) 
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Si la muestra ae siembra primeramente en un medio selectivo para Q.• !!!,­

fficile, ce incul>a por 24 horas y más tarde se transfiere al nedio c~r­

ne pieada-~lucoea, deepuéa de otras 24 horas es posible detectar la to­

xina en el filtrado de cultivo. (54) De esta manera se evitan las reao-

eiones cruza.das que e~ presentan con Q.• sordellii y Q.• bifermentans en 

la técnica original. Loe resulta.dos negativos deben confirmarse con 

pruebas ?ara bucear la toxina a las 48 y 72 horas de incubación en este 

ºªªº• (54,228) 

Ryan en 1980 compar6 los resultados obtenidos en la deteoci6n de la to-

.xina de c. difficile en muestras fecales uor CIE con los de aislamien-- . 
to e identifioaei6n convencionales y citotoxicidad. Encontr6 una buena 

correlación entre loe resultados obtenidos por CIE, la identificación 

con los metodos de referencia y los datos cliniooe de enteritis asóoia-

da a antibióticos. 

En algunas muestras positivas por CIE, pero negativas en la prueba de 

citotoxicidad, se demoetr6 la toxina en el filtrado de cultivo del mi­

croorganismo aislado; ya que la sensibilidad de loe dos m4todoe ee equi-

valente, eete resultado puede deberse a que la diluci6n adicional necea! 

ria en la prueba de citotoxioidad ee crítica cuando s6lo están 9reeentea 

pequeñas cantidades de toxina. (191) 

No obstante, en la literatura se encuentran varios reportes que indican 

que la técnica de CIE para detectar la toxina de Q.• difficile en lae co!!. 

dicionea en que Ryan y Welch han descrito, no es satisfactoria para la 

detección de cepas toxigénicns de esta bacteria. (81,96,119 1178,193) 

Poxton y Byrne indican que probablemente el antígeno que se está midien­

do es un antígeno de superficie, ya que algunas cepas no toxigénicas de 

l 
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~· difficile y lac especies ~· bifermentann y ~· oordellii son pociti­

vnc por CIE, pero dan una 'llrueba de oitotozicidad neffativa. (178) 

Sin embargo, Jarvie 1 colo han encontrado que lao enpeciec !?.• bifor~en-

~ y~· eordellii no son responsables de las re~ccione& fals~s pociti­

vns cuando ae analizan muestras fecales. (80) 

Varios autores han reportado estudios en que se compara el enea,yo de ci-

totoxicidad 1 la CIE en la detección de la toxina de ~ gifticile y han 

obtenido un alto porcentaje tanto de falsoc positivos como de falsos ne-

gativos, lo que se atribu,J'e a que el anticuerpo utilizado no es específ! 

co para la toxina, por lo que la prueba no es confiable. {81,119) 

Estudios recientes de evaluación del método llegan a la conolusi6n de 

que no tiene la sensibilidad ni la especificidad requeridos para ser em­

pleado con fines diagnósticos. (96,113) 

West 7 Wilkins encontraron ll!Últiples antígenos no toxigénicos haciendo· 

reaccionar extractoe crudos de c. ditficile con la antitoxina. del vPI - . 
(Anaerobe Laboratory, Virginia Politechnic Instituto) por el m4todo de 

inmunoelectrotoresie, de lo que se desprende que están presente• en es­

ta preparaoidn, varios anticuerpos :~demás de la antitoxina, que es la 

que se ha empleado en loe trabajos ya mencionados. (191,228,231) 

Por otro lado, utilizando l.a toxina A purificada, ce observa ·;ue la can­

tidad mínima detecta.ble es de 30~/ml, lo que e1uivale a un título de 

citotoxicidad de io4, sin embargo, una. oreparación cruda de to:;cin~s A 1 

.B ?Odr!a tener un título de citoto;:icidad de 107 o mi.is. Generalmente lae 

muestrao que ae analizan tienen titules de citotoxicidad entre 1J3 y 104 
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por lo que la toxina A no puede ser detectada en ecte onso. Si ce toma 

en cuenta que las preparaciones de la toxinn B con títulos uitotó~icoo 

de 108 d~:n uno. reo.cci6n negativa. por CI!l, oe llcr,i:. n la conclm:ión ':ue 

en realidad se ootán de~octrnndo los antígenos de superficie de ~· !!.!!!:!-

.::!!.!. y no sus toxinas. (231) 

llo obohnte, varios de los trabajos r.iencionadoe coinciden en afirrnnr 

que la técnica de GIE en la detección de la toxina de .2.• difficile os P.2. 

tencialmcnte útil, oiem?re que se logre producir un anticuerpo especifi­

co y aunentar la sensibilidad del método en general. (81,96,193,231) 

Por otro lado, R.:re.n :¡ cols han areumentado que si es·tos autorefl no son 

capaces de obtener los resultados que él ha reportado es porque la téonj. 

ca que él propone no ha nido seguida fielmente. (190,216) 

~n otro estudio en que se evalúa eate método respecto al de referencia, 

que ee el ensayo de citotoxicidad, en 471 muestrac fecales, la sensibi-

lide.d y es?eoificidad de la ClE fué baja, pero se indica que puede ser 

útil como una prueba presuntiva en la que un resultado negativo es un 

buen indicador de la ausencia de la toY.ina. (240) 

La enterotoxina de Q.. pertrinrrens puede detectarse por CIE. Se encuentra 

una. relación lineal entre la concentración de entorotoxina y el título 

tle la toxina obtenido por CI~ y deterffiinado por la más alta dilución de 

la misma (;ue produce una banda de precipitación. Esto permite la cuanti­

fioaci6n do la enterotoxina bas3ndoee en el título obtenido con una pre­

?araoi6n eet~ndar de connentración conocida. (156) 

Utilizando CD~, el limite de detección eo de 0.2~/rnl, siendo la cenci­

bilidad mayor r.¡ue en otros né :otlos que se emnlean corno la elootroinrnuno-

C.ifusi6n (l,Ojltr/ml), 1'l tlif\rnión simple (3.o ~/ml) y la formación de 
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erHem::i en animalee (3.8)'6/rnl). (156) Esta técnica &e ha. ai>lioado en 

la titulación de la antient~roto~ina, la detecoi6n de la toxina en ex-

tractos de alimentos y en 11obrenadar.tes de cul tivo 1 con 1 o que 11e l)Uecle 

clanificar a las cepas como altas o bajas productoras de la toxina. 

(156) 

En un estudio posterior realizado en individuos involucra.dos en un bro-

te comprobado de envenenamiento por ~· pertrinens ;¡ en un grupo con­

trol, ae aplio6 la CIE para la deteoci6n de la enterotoxina en mue11tras 

fecales 3 de la antienterotoxina en suero. La enterotoxina pudo demos-

trarse en muestras feoalee colectadas un día después de aparecidos .loa 

síntor.111s en los pacientes. En contraste, la enterotoxina no fu~ demostr! 

da en rr.uestrae de individuo11 aparentemente sanos con bajo y al to riesgo 

de exposioi6n al mior~~rganiamo o a su toxina, como tampoco en muestras 

colectadas 4 0·5'dSaa deanués del brote. Por lo anterior, la demostra­

ci6n de la _toxina solo 81 posible ai ae realiza tan proto como se mani­

fiesta la entermedad o en cultivos del microorganismo des~ués de 24 ho-

raa. (157) 

Se encontr6 un 10~ de prevalencia:·de la antienterotoxina en el cuero de 

voluntarios con alto y bajo riesgo de exposici6n, lo que sugiere que es 

cornún el contacto con esta bacteria o con la toxina preformada, o que 

~· perfrincens de la flora normal produce suficiente toxina como para 

inducir una respuesta inmune sin que se presu~te la enfermedad. (157) 

-La CIE oe ha utilizado para detectar antiouerpoc dirigidos fronte a .ª-• 

fregilis como una ayuda en el dia~nóstico de lac enfermedadec oausedas 

por esto microorganismo. Se ha encontrado que loe nnticu~rpoc puede de-

tectarse siete a diez días después de ~ue se manifiestan los síntomas. 
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Una prueba ~onitiva por CIE indica infeaai6n actual, pero un resultado 

negativo no es ~onoluyente. (167) 
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IV IDI~NT! ;;'ICAr:rm1 POR E!l[;A YO rn~~trno~r:m· A'!'ICO 

Bl enc1?.yo inr:nmo<;nz imát leo (ElA.) ha cur{l'ido corr.o 11na técnica cuimti tr... ti-

va riarn ln detecoicS::'! de nntígeno11 y nntic•1erpos. Utiliza !'e11cti•1oc inmu-

nol6i.ricoc ligados n en'.':il":;.r 1 unidos a una fase sóUda uor un" serie de 

reacciones antígeno-anticuerpo y medid:;.c por la reacción enzimática con 

el sustrato. (28) Ya que una cola molécula de enzima uuede catalizar la 

conversicSn de una gran cantidad de moléculas de custrato 1 el uso de una 

enzima en el sistema nos da un aumento en la sensibilidad del método. 

(148,212) 

Las enzimas utilizadas catalizan reacciones que dan lugar a ?roductos 

coloridos, que nueden medirse visualmente o utilizando un colorímetro. 
( ' 

La disponibilidad de colorímetros Para placas de microtitulaci6n ha he-

cho posible que e'ste método pueda ada;:itnrse a traba~oE con gran número 

de muestras. (28 1242) 

El ensayo inmunoenzimátioo ofrece las venta,jas del radioinmunoensa;¡o 

como con la sensibilidad (de ng/ml) y una ~edición objetiva del reeult&­

do, sin loe nroblemae del manejo de agentes radioactivos y el peligro de 

radiac16n. (148 1 242) 

Por ectac rá~onec el encayo inmunoenzimático ha encontrado amplio uco 

en la cuantificación de a.'ltíp,enoc bacterianoc 1 viralr:r. 1 po.rn.dtarioE y 

tún~ico~:, así corr.o también de inmunoglobulinas, hor1.1onan 1 fármacot: 1 pro-

· teínae eéricas y antígenos tumoraler;. {28 1 51,242) 

Un factor limitante de este método es que requiere un mr:.yor ti.empo cie 

procedimi~nto en comparación con otros rnétoCoE corno la inrnunofluor~~~en-

::fa, contrninmunoeli;ctro:!'orec:'..s ;¡ iurluti.n::..ci6n en láte:z. (2.12) 
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Las dos variantes más ampliamente empleadas del inrnunoensayo son la com­

petitiva y la no competitiva. (148,242) 

El ennayo competitivo con antígeno marcado se ha utilizado para la medi­

ción de moléculas pequeñas como fármacos, hormonas y l!pidoe en fluidos 

corporales y generalmente no puede utilizarse en lac enfermedades infec­

ciosas, pues generalmente no se dispone de antígenos purificados en can­

tidad suficiente. (242) 

Sin embargo, si pueden obtenerse anticuerpos en cantidades considerables 

por inrnunizaci6n con estos antígenos, utilizándolos en ensayos con anti­

cuerpo marcado con enzimas. 

El EIA con anticuerpos marcados se puede realizar de una forma competi­

.tiva o no competitiva, y en ambos casos es necesario separar el anticuar 

po unido del no unido, lo que ee logra inmovilizando uno de loe reacti­

vos en una fase s6lida como una placa de microtitulaci6n o papel filtro. 

(148,212) 

La forma más simple de un ensayo no competitivo se lleva a cabo uniendo 

un anticuerpo a la fase s6lida; después de la remoci6n del anticuerpo 

no unido, se agrega la muestra a analizar en un amortiguador de pH y 

fuerza i6nica apropiados, además de una fuente de proteína, con el obje­

tivo de saturar loo sitios en que no se ha unido anticuerpo y disminuir 

así la adeorci6n no especifica de loo inmunorreactivoo. (148 1242) 

El ~aterial que no ha reaccionll!lo se elimina por lavados y se agrega en­

tonces un anticuerpo marcado. Se elimina el anticuerpo no unido y se 

agrega el sustrato para la enzima, siendo la cantidad de antígeno propo! 

cione.l a la actividad enzimática, que se determina por la comparación de 
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la reactividad de la muestra problema con la de controles ponitivoe y 

negatlvoe apropiadoc. (242) Una limitación de ei:ta ttScnica ea el uso 

de difercnt~G conjugadoe enpeoíficoe para caaa ~nticcno, ci Ec to~a en 

cuuntt1 que la conjugación de los anticuerpos ea dificil de llevar a. ca-

bo. (148,212) 

El sir.tema indirecto evita este problema, ya que utiliza un segur.do an-

ticuerpo no marcado y UDll antiglobulina marcada dirigida fre~~e a la e~ 

pecie en que se obtuvo el segundo anticuerpo. Tambi'n puede utilizarse 

proteína A estafilooócoica marcada, en el caso de que el segundo anti-

cuerpo se prepare en una especie apropiada. 

Usualmente el m&todo indirecto es más oensible que el dirncto d~bido a 

que pueden reaccionar variaa moUculas de antiglobulina con una sola 

l!IOlécula de anticuerpo. (148,242) Sin embargo,:.tiene la deaventaja de 
·' requerir anticuerpos obtenidos en dos diferentes especies animales, lo 

que es necesario para prevenir interacciones no específicas entre las 

antiglobulinas marcada• y el anticuerpo unido a la tase sólida o con el 

primer anticuerpo. (242) 
,. 

otro m~todo no competitivo, se basa en la reactividad de c
1
q con comple-

jos inmunes. c1q ae une a la fase sólida y 1e hace reaccionar con la 

muestra problema previamente tratada con el anticuerpo especifico. Los 

complejos ant!eeno-anticuerpo se·unirán a Clq' no aeí el anticue~po li­

bre 7 pueden detectarse agregando un anticuerpo marcado específico, en 

una forma directa o una antiglobul ina marcada. diri¡;ida contra le ecpe-

cie en que se obtuvo el anticuerpo. (212 1 242) 

Este método tiene la ventaja de ser máe rápido, ein embargo, puede ser 

inhibido por complejos antígeno-anticuerpo endógenoe, lo ~ue hace decr! 
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cer la sensibilidad. Estos complejos pueden ser eliminados por oentritu­

gaoi6n, cromatografía y abcoroi6n con Clqº (242) 

En los métodos competitivos, un antígeno purificado ce une a la tace 

sólida y se hace reaccionar con la 11Ueatra previamente tratada con el 

antic1\erpo específico marcado en una cantidad determinada, so mide la 

cantidad del anticuerpo que no reacciona por su unión al antígeno en la 

tase s61 ida. 

Este sistema tiene la ventaja de que no requiere tantos paso~de incu­

baoión como loa ensayos no competitivos 7 ae emplea un solo anticuerpo 

marcado. 

lo obstante, la presencia de anticuerpos en la 11111eatra puede interferir 

con la prueba dando un resultado falso positivo. El anticuerpo puede ser 

eliminado por varias t'onioas tisicoquímioae, pero en ese caso, el m&to-

do no puede utilizarse como un ensayo rápido. Pueden emplearse técnicas 

rápidas de desnaturalización de proteínas para eliminar los anticuerpos 

presentes sólo cuando el antígeno que se busca ea un polisacárido esta-

ble. (212,242) 

Loa JMitodoe no competitivos muestran aer loa más sensible• de los ensayos 

inmunoenzimátioosi loa m'todoa oon c1 y loa no competitivos, son útiles 
q . 

en situaciones donde no se requiere una sensibilidad extrema y la forma 

no oompetitiva es muy lenta para ser clínicamente ftil. El m4todo compe­

titivo sirve también en situaciones donde no puede obtenerse un anticue! 

po altamente purificado pero si está disponible un ant!geno purificado. 

(242) 
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~onjueaci6n del anticuerpo con la enzima 

!:.1. r:.arcado 'de antic1;eroos con nerol'jdo.sa ! é intro•ucicio nor i.:al:c.ne y 

Pieroe desde 1967 utilizando 4 14'-difluoro-3 1 31 -dinitrooulfona. Ta.mbién 

Ee han encnyado otros reactivor. bifunciona.lcc como carbodiimida, tolueno 

2,4 diisocianato, o-dianisidina tetrazotizada1 benzoquinona y m-maleide 

benzol-?l-hidrosuccinimida. Avrameas en 1969 introdujo el glutaraldehído 

para el mismo prop6sito. (64 1148) 

El procedimiento de oonju€aoión más cimple en un solo ~aso, presenta la 

desventaja de que se forman simul tánearnente pol írneroe de la illt1Unoglobu­

lina y de la enzima y la proporción del conjugado enzima-inmunoglobulina 

que se obtiene es baja, por lo que se prefiere el método en dos pasoo, 

én el que la enzima se expone primero al elutaraldehído y después de el! 

minar el exceso ~e éste, se tiene una enzima activa.da que reacciona con 

la inmunoP,lobulina. (28 164,148) 

Si bien este método no parece que aumente la eficacia de la agregación 

anticuerpo-enzima, definitivamente reduce la posibilidad de polimeriza­

ción de la inmunoglobulina~ (28 1 64~148) 

En 19741 Nakane y Ka.waii introdujeron un método de conjugación más efi­

ciente, con peryodato. (64) El procedimiento consiste en la ozidaoión 

parcial de grupos oligosacárido, que genera grupos aldehído, los cuales 

reaccionan en un segundo paso con los grupos amino ~y epsilon de la 

inmunoglobulina para formar una baee de Schitf, la cual se estabiliza 

por reducci6n con borohidruro de sodio. Los grupos amino libres de la P!. 

roxidasa pueden ser bloqueados durante ambor. pasos de la conjugación con 

fluoronitrobenceno. Este ~étodo per~ite obtener un 9J a 95% de la inmun¡ 
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globulina marco.da con peroxidasa 1 lo cual es importante ya que la que 

no fué marcada :.ior.1pi te con el conjuga.do por loe aition de uni6n con el 

antígeno; este bloqueo aumenta, además, ~or el alto neso ~ole~ular de 

los oonjugadoE. {28,148) 

Las enzimas utilizadas en estos sistemas tienen un ~eso molecular de 

4·1,0')0 a 203 1000 y al unirse con la inmunoglobulina se modifica el si­

tio de unión del antígeno con el anticuerpo y el sitio de unión de la 

enzima con el suntrato por impedimento est&rico. (242) 

Después de la conjugación, la actividad. enzimática de loa conjugados no 

dieminuye significativamente ei se le compara con la de las enzimas an­

tee de la conjugación. Por el contrario, la capacidad. del anticuerpo 

~ara reaccionar con el antígeno especifico suele ser menor que en el 

caso de loe conjuga.coa fluorescentes, {64,148,212) por lo que solo es 

adecuado para la conjugaci6n el anticuerpo altamente purificado, logran­

do la afinidad oromatográfica o la inmunoadsorción completa. (148) 

Por otro lado, la reacción se amplifica por la actividad relativarnente 

alta de la enzima, lo que da una sensibilidad total o comparable, o aún 

más alta, que la homóloga con anticuerpo conjugado a fluoreaceína. (28, 

64,148) 

Otros métodos reaucen significativamente la pérdida de actividad de an­

ticuerpo y de enzima. Uno de ellos involucra la conjugaoión de una ooen­

~ima de bajo peso molecular al anticuerpo; después de la reacción antí­

geno-anticuerpo, la enzima se unirá a su coenzima, con lo que puede 

cuantificarse la reacci6n. J,a co~nzima interfiere en menor grado con la. 

reacción nntígr,no-anticu11rn,,, ouede CO!l,ju~aree al e.nti.r.:'rnrpo por méto­

dos sim?les que no requieren agentes de unión potent~s; ademác, puede 
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sn:- separada del conjul¡'ado por diálisis. (28,212,242) 

El siotema con cofactoree más utilizado ~e el de avidina-biotina. E•ta 

Última es una coen~ima de peeo molecular de 244 que ouede unirse a anti-

cuerpos por técnicaE sencillas que utilizan biotinil-N-hidroxieuccinimi­

da. Despuée de que el anticuerpo unido a biotina se adhier~ n la fase e2 

lida1 se agrega la enzima marcada con avidina o un complejo que conziste 

de avidina marcada y enzima marcada con biotina. (28,212,242) Ya que la 

avidina tiene una alta afinidad por la biotina 1 el conju~ado avidina-e! 

zima se unirá eficientemente al complejo antígeno-anticuerpo biotina. 

(212) Además, como la molécula de avidina puede unirse a cuatro molécu­

las de biotina, el sistema ofrece la posibilidad teórica de una sensibi­

lidad aUJ11entada debido a las interacciones múltiples avidina-biotina. 

(212,242) 

Otro método que se ha utilizado es la conjugaci6n de la proteína A eata­

tiloo6ocica, que se une por aimple agitación a pH neutro, a la trncci6n 

Po de la ininunoglobulina de varias especies animales, lo que interfiere 

poco con la un16n del anticuerpo por la regi6n l'&b al antígeno. 

La conjugaci6n de la enzima a la proteína A conlleva a una pérdida rela­
:" 

tiva de sus actividades especificas, lo que puede superarse por la uni6n 

de la proteína A a un anticuerpo antienzitna. (28,212) 

Esto ~ltimo haría del sistema el más aimple 7 r4pido de los enoayoa no 

coopeti~ivoa, ya que involucra la mezcla de loa reactivos bajo condicio-

ncs definida~ de pH y temperatura, siempre que se tenga un anticuerpo de 

una especie y subclase, capaz de reaccionar con la proteína A del estat1 

lococo. (212 1242) 

Los eétodoc que hacen uso de una vinculaci6n por reacciones inmunes en-
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tre el anticuerpo y la enzima fueron introducidos por Maaon en 1969, 1 

se basan en el uso de una molécula puente para acoplar el anticuerpo 

primario, específico para el antígeno, a la enzima. Ambos anticuerpos, 

el primario y el antienzima se obtienen en la miEma especieJ como ouen­

te entre estos dos anticuerpos se utiliza un anticuerpo específico para 

la inmunoglobulina de eota especie animal. (64,148) 

Es esencial que el segundo anticuerpo esté presente en exceso, para per­

mitir que uno de los sitios de combinación quede libre para la reacción 

con el anticuerpo antienzima. (64,146) 

De esa forma los sitios de uni6n con el primero 1 el tercer anticuerpo 

son prácticamente iguales, de tal forma que si el segundo anticuerpo 11! 

~ara a unirse no específicamente a otro antígeno, no reaccionaría con el 

anticuerpo anttenzima. (64) 

Sterberger introdujo el uso de complejos enzima-antienzima. lo que aume! 

ta la sensibilidad ya que disminuye la reversibilidad de la reacción. 

(64) 

Enzimas 

Las enzimas utilizadas como marcadores deben cumplir con varios requisi­

tos para ser empleadas como tales: ser estables en las condiciones del 

ensayo, tener una actividad específica alta, no estar presente en los 

líquidos biol6gicos en concentraciones que interfieran en el análisis y 

estar disponibles en un alto grado de pureza a un costo moderado. (28, 

148) 
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Las enzi111&s de uso mác común son la peroridasa de rábano, tocfataea al­

calina, f-~alnctocidr:.ea. ;¡ ;;-luoos11 oxidai:a. (28,51,242) ~e han utilizad.o 

la f-D-galactocidarsa y 11'lui:oamilasa en mtttodos esi>ectrofluoroi;,ltricoe 1 

la acetilcolinesterasa con 3s-acetil colina. {ld8,242) La licozis:ia. J de! 

hidrogenasa ~lucoaa-6-fosfato se utilizan en inmunoenaayos enzimáticos 

homogéneos. (28 1 148) 

En la. detecci6n de antigenos microbianos, las enzi111ae util izaci....s son la 

peroxidaea y la tostatasa alcal:r.a. (242) La peroxidaea tiene un conte­

nido de carbohidratoe de 10-1~, lo que ofrece la posibilidad de llevar 

a cabo la oonjugaci6n con esta parte de la molicula, con lo que se logra 

una oenor interferencia con la tunci6n enzimática. (64) 

L08 conjugados con peroxidaea se contaminan con facilidad y son aensi-

bles a loe agentes bacteriostáticos por lo que deben liofilizarse o allll!; 

cenarse a temperaturas bajas. {238) Además, ae ha encontrado que los SU§. 

tratos que utiliza esta enzi111a, cocio la. bencídin& y la o-fenilendiamina 

son oarcínog4nicos, lo que restringe su uso. (51,238) Se han descrito 

sustratos tluoreecentee para esta enzilla, pero tienen la desventaja de 

ser inestables. {242) 

La fosfatasa alcalina es estable y resistente a la accí6n de agent~s ba~ 

teriostáticos; varios sustratos pueden utili,aree con esta enzillla, que 

no tiene problemas para 1111. manejo. Puede obtenerse con suficiente pure-

za, pero a un mayor costo que la peroxidaea, pues proviene de una tuen-

.te animal. (212,242) 

La~galactosídaea y glucoea oxidaea tienen actividades es~ec!ficas men~ 

res, Ein embargo, tienen la ventaja de estar ausen!es de loe fluido~ ºº!: 

porales, por lo que se les utiliza en ensayos homogéneos. (2Q) 
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Una forma de incre~entar la actividad es~ecítica efectiva de la reacción 

en=imáti~a, involucra la unión de dos o ~ás enzimas para prOilucir una 

reacción amplificada; haciendo uso de la reacción antígeno-anticuerpo 

que da lugar a la conversión de aproximadamente a~~ moléculas de c3 a c3b 

y utilizan¿o un anticueroo dirigido frente a c3b marcado oon una enzima 

diferente, se pueden detectar concentraciones diez a cien veces menores 

de antígeno. (242) 

Reacción antígeno-anticuerpo 

En los ensayos inmunoenzimáticos, la conoentra~ión del complejo antig~ 

no-anticuerpo es proporcional a la concentración de antígeno, a la con-

centración del anticuerpo utilizado y a la constante de afinidad del an-

ticu~rpo. La sensibilidad depende en gran parte de la concentración del 

anticuerpo y de la avidez de 'ate. (148 1242) 

En los ensayos no co~petitivos que involucran 1111choe pasos de lavado, la 

consta.~te de afinidad del anticuerpo ea particularmente importante. Se 

ha encontrado que anticuerpos que tienen una alta actividad en sistemas 

en tase líttUida como fijación de complemento, no funcionan en un ensa70 

en fase sólida por su baja afinidad por los antígenos. (27,242) 

El segundo factor importante es la concentración del anticuerpo específ! 

co; ya :rue muchos antígenos microbianos no pueden ser purificados en 

ffl'andes cantidades, el anticuerpo obtenido, gene~almente contiene canti­

dad.e~ ll!UY pequ~~r.s de irur.unoglobulinas específicas, usunlmente niez a 

treinta vecee menore~ que la conc~ntra~i6n total de inmunoglobulina, • 
{238) Además, la concentración de anticuerpo disponible está limitada 
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por lac propiedades de la fase sólidaJ esto ea illltlortante ya que el uso 

de antic11erpo a una concentración por debajo de la constante de afini­

dad, da por resultado el que solo un~ fracción del antígeno presente se 

una al anticuerpo .. (27,148,242) 

Debido a las posibles reacciones no espec!finac, en los inmunoensayos 

se deben incluir controles positivos y negativos apropiados, probando 

cada muestra problema con suero inmune y no inmune. El antígano especí­

fico se manifestará por un incremento en la reactividad con el auero i,!! 

mune, mientras que una actividad no específica estará dada por reacti­

vidad con ambos sueros, el inmune y el no inmulle• 

El procedimiento anterior permite calcular la actividad específica, ba­

sándose en la diferencia de reactividad con ·!'1 control negativo, lo que 

expres~ de forma exacta la cantidad de antígeno, más que la simple medi­

ci6n de la densidad óptica., además de aumentar la reproducibilidad .Y con 

fianza del método. (238) 

En teoría, loa anticuerpos monoclonales serian la solución para tener 

antiouerpoe específicos en altas concentraciones, ya que incrementaría 

la sensibilidad y especificidad de:. los inmunoensa,yos. En la práctica., se 

ha visto que esto no se logra debido a las constantes de afinidad bajas 

de estos an~icuerpos; además, la especificidad única oon antígenos que 

tienen un solo sitio de unión no permitiría que un segundo anticuerpo se 

uniera en ensayos no competitivos. (28,242) 

Fijación a la fase a6lida 

La. unión del antígeno o del anticuerpo a la fase sólida se lleva a cabo 
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por adsoroi6n hidrot6bioa o por unión covalente. (51,148,242) 

P~ra la adsorción fisica se han utilizado euperfioies de látex, polies­

tireno, polivinilo y celulosa en forma de tubos, discos, cuentas o pla­

ous de microtitulaci6n. {148) El método consiste en incubar una solu­

ción del reactivo a una temperatura y por un tiempo adecuados; dependie~ 

do del reactivo, se agrega como fijador acetona o glutaraldehído para h!; 

cer permanente la unión con el acarreador. (51,148) 

Al tiempo de utilizarse, el exceso de antígeno se remueve por lavados 

con un amortiguador que contiene una cierta cantidad de proteína, como 

albúmina sérica bovina, con el objeto de saturar los sitios remanentes 

capaces de adsorber proteínas y un tensoactivo como Tween 20 que arras­

tra cualquier reactivo unido débilmente, con lo que previene la adsor­

ción no específica de reactivos suceaivoe. (?l,148,242) 

Uno de los ~roblemas inherentes al uso de tases sólidas, es que la can­

tidad de anticuerpo que puede unirse eetá restringida por laa propieda­

des físicas de éstas, entonoee, la limitación en la oonoentraci6n de 8!l 

ticuerpo restringe la sensibilidad ~el método, por lo que se ha buscado 

incrementar la capacidad de unión de loa reactivos en varias formas. 

(242) 

Entre los métodos para unir químicamente loe antígenos o anticuerpos a 

una fase sólida está la ins.olubilizaci6n de proteínas por polimerizaoión 

por medio de agentee de unión cruzada como glutaraldehído y carbodiimi­

das y la conjugación química de proteínas a oeluloea, con grupos funcio­

nales p-aminobencil y bromoacetil que reaccionan con los residuos tiro­

s11 y los grupos amino de las proteínas, respectivamente. (148,212) 

Un derivado de uso amplio ee una matriz de carbohidrato activada con br.2, 
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11111ro de cian6~eno, que & pH neutro so conjuga con facilidad a proteínas. 

(148) 

Sin embargo, una desv~ntaja de ente tipo de fases sólidas es que tienen 

una capacidad do adsorción no específica aumentada, con lo cual la eEpe­

cificidad del método se ve disminuida. (242) 

Para ser útil en el diagn6stico de las enfermedades infecciosas, el inrn~ 

noonsayo enzimático requiere una mayor sensibilidad aunada a un menor 

tiempo de procedimiento, lo que puede hacerse aU111entando la actividad 

del conjugado anticuerpo-enzima, la especificidad de la reacci6n antíge­

no-antiouerpo y la sensibilidad de la reacci6n enzima-sustrato. (1481 

212,242) 

Aplicación en el dia.gn~stico de anaerobios 

Se ha demostrado que los complejos de la membrana externa de varias esp!, 

cies de Bacteroidee contienen antígenos especie-específicos que pueden 

demostrarse por ELISA. (176) 

Utilizando un ELISA indirecto, que emplea como antígenos, complejos de 

la membrana externa removidos con EDTA y sueros dirigidos frente a célu­

las viables de 21 especies de Bacteroides, se encontr6 que una alta pro­

porción de las especies poseen antígenos especíticoa de espeoie 1 con 

reactívidad cruzada poco significativa. {179) 

Este sistema nos da una representación válida de todos los antígenos pr! 

sentes en la suporfioie de células completas, que incluyen proteínas, 

li~o~olisacáridos y material cupsular. Ya que se utilizan diluciones 
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muy altns del ouero, no se detectan moléculas 1ua ~ue~en dar reacoi6n 

cru?.adn, cor.o el lipcpolisnc~rido, pues tie~an una baja ati~idad ~or 

los antiouarpoe. (1 79) 

3n un estudio pocterior de los antígenos de la GUperfioie celul~r de 

!• tragilis, se demostr6 que los carbohidra!os son loe antígenos predo­

minantes de la reacci6n cruzada y que la mayor parte de esta actividad 

está presente en el lipopolisacárido. Con el ~LISA se detectan también 

antígenos termolábilee precipitables comunes a todas las cepas proba­

das. (32) 

Loo resultados indican que es posible identificar los antígenos de su­

pertioie espeoie-espeoítioos para muchas especies de Baoteroides, espe 

, oial•nte dentro del grupo !• tragil is. Esto 7& se ha logrado en el ca­

•o de !• vul.1?Stus, en que el antígeno espeo!fioo ~e especie es la pro­

teína de la 11smbrana externa y para !• fragil is, donde el polisacárido 

capeular aparece unido a la membrana 7, por lo tanto, e• susceptible de 

investigaoi6n por ELISA. (181) 

leoientemente se ha deaorito un método de ELISA para las especies ora­

les de Bacteroides, que puede utillzarae después de tener los cultivos 

en plaoa. Consiste en aplicar una eu•pensi6n de ollula• tratadas con 

tormaldeh!do, a partil' de plaoas de aear eangre o de medio de cultivo 

l{quido 1 en placas de miorotitulao16n, seguida de tijaoi6n con glutaral­

dehfdo1 la identiticaci6n •• realiza agregando suero espeo!fioo conjuga-

· dc a peroxidasa. (44) Se demostr6 que los sueros reacoionan solo con las 

cepas hom61ogas 7 que no se presentan reaociones cnusldas con otras esp.! 

ciee de Bacteroides, 11\asobaoterium y Capnocytopba+?•• (44) 

Yollcen y cole (1981) repoz>taron un ensa~o inmunoenzir:il.tico para la.date!:_ 
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oi6n de la toxina de ~· ditfioile. Comparando este mltodo con el cultivo 

anaerobio 1 las pruebas de oitotoxicidF.ld en 277 mue&trac de paoi&nteo 

con oolitia o gastroenteritis ~eooieida a antibi6ticos, llegan a la oon­

clusicSn de que este ~todo ea una alternativa 11til a loa métodoB con•1e!!. 

cionales de identitioaci6n. (243) En eate primer ectudio no se mencio­

nan las dos diferentes toxina• A 1 B de ~· dittioile. (213) 

Utilizando anticuerpos puritioad.os por cromatcgraf!a de afinidad, diri­

gidos contra la toxina A, ea posible deteot&rla directamente en presen­

cia de la toxina B, ra aea en sobrenadantes de cultivo o muestras teca-

, las. (124) Se ha demostrado que la conoentraoi6n de la toxina A deter­

minada por El.ISA, correlaciona muy cercanamente con los títulos oitot,2 

xiooa de las toxinas A 1 B. (124) 

iEn un estudio posterior en que se detectan específicamente la• toxinas 

A :r B, ae llega a la oonolueicSn que determinando la ~resenoia de ambaa 

•e aunienta la sensibilidad del mltodo hasta un 9rf1,. (110) Se demostr6 

que el BL!SA para la toxina A es más sensible que el de la B, comparan­

do ambos 1114todos con la prueba de ci totoxicidad. 

'4am4s, en el ensayo para la toxina B, ae enoontr6 una baja reactiv14ad 

con cepas no tox18'nicas que la adsoroi6n del auero no puede eliminar. 

(110) 

En estudios anteriores, la incapacidad da detectar la toxina en muestras 

fecales ae pudo deber a una desoro14n del anticuerpo da la fáee s6lida 

. debida a enzimas proteoUUoaa, lo que puede evitarse con inhibid.ores 

de estas enzimas o agregando una fuente de proteína en el dilu,yente de 

la muestra. {110,124} 

La determinaoi6n por ELIS.l de las toxinas A y B puede apl ice.rae en la 



comparaoi6n de cantidad•• relativa• de las miemas en diferentes pobla-

cienes de pacientes, as1 como para el diagn6stico. 

Para la deteoci6n de la toxina A de 2.• botulinum se ha reportado un 

ELISA que utiliza anticuerpos producidos en animnles inmunol6gioamente 

tolerantes. De este modo 1e obtienen anticuerpos espeo!fioos para la 

toxina A sin necesidad de purificaoi6n subsecuente. El suero obtenido 

no pre•enta reaotividad Ol'llZada con filtrados de cultivos de variantes 

no toxigfnioas de B, de 101 e, D, E, P 1 G, ni oon otras especies de 

Clostridium inclu¡endo Q.• sporosones, 

Sin embargo, se enoontr6 una ooneiderable reactividad cruzada con cepas 

toxigénicas de tipo B. Se ha encontrado que Q.• botulinum tipo A produce 

tres toxinas proffenitoras (12S, 165, 198) de la• oua.lea solo dos están 

asociadas oon el tipo B. Las toxinas derivadas al escindirse la toxina 
\ . 
progenitora 16S, son la neurotoY.ina 1 una hemaglutiniDa nG t6xioa1 que 

ion eepeo!fioas para cada tipo, pero loa 0011¡>onentes no toxigénioos de 

los dos tipos están relacionados i11111U1ol6gio ... nte. (39) 

En este estudio ol El.ISA 1e C011par6 ocn el bioen1a,o en ratones: el má• 

bajo nivel deteotado por BL!SA oorreeponde a mene• de 10 DL50• (39) 

lláB tarde, los mismos autores evaluaron la exactitud 4iagn6stica del 

método en casos de botulismo infantil. Bata prueba tué positiva en to-

das las muestras confirmadas convencionalmente, o sea por cultivo 7 en-

•a70 de letalidad en el rat6n. (41) 

Los resultados positivos por El.ISA en muestras que resultaron positivas 

por cultivo, pero en las que la toxicidad se evalu6 oemo no eepec!fica, 

ya que no pod!a ser neutralizada por su respeotiva antitoxina, sugieren 

que el ELISA puede ser más fidedigno en algunos caeos que el ensayo en 
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animales. La eopeciticidad del método fué de 9~, al probarse muestras 

tec~les de infantee y de casoo en que se soepechRba una intoxicación 

alimentaria, que fueron negativou en el bioensayo. (41) 

Se propone el método de ELISA como una prueba presuntiva para la prese.!! 

cia de las toxinas de 2.• botulinum en muestras olfnioas. (46) 

A partir de un aislamiento selectivo de Q.• botulinum utilizando el me­

dio CBI que contiene cicloserina1 sultametoxazol y trimetoprim, ea pos,!_ 

ble hacer laa pruebae de ELISA y el bioensayo en el ratón a pl.U'tir de 

oolonias lipaea positivas típicas que aparecen en 24 a 48 horas. El pr~ 

0880 completo puede hacerse en 2 a 3 días comparado oon 7 a 14 días que 

tarda ei •e haoe el cultivo convencional T posterioraente lae pruebas 

de toxicidad. (40) 

lotermane ha reportado la identif icaoicSn de la toxina E de 2.• botuli111111 

a partir de cultivos de enriquecimiento. Con esta técnica puede detec­

tar•• una c~tidad de toxina equivalente a ao:m..50. 

El suero dirigido trente a la toxina derivada del tipo E utilizado para 

revestir laa plaoa• de aicrotitulación 88 obtuvo en conejos Yt como 

•egundo anticuerpo, un euero tri.;alente (A, B y B) obtenido en caballo, 

por lo que se o'b8erva en este ensayo una tuerta reaotividad cruzada con 

~· botulinwÜ tipo 4 T B. (162) 

Se ha de•crito también un El.ISA para la detecoi6n de la toxina de Q.• !!2-

tulimui tipo a, que en añoe recientes ee ha involuorado en caeos de ciuet, 

·te súbita. Este llMftodo puede detectar 1 DL.50 y en él no se observan rea.2. 

oiones cruzadas con Q.• botuli111111 tipo B, e, D, E y P o oon 2.• sporogenss, 

pero si con preparacionee aciditioadae de [• botulinum tipo A. Tambiln 

algi~nae cepas de c. eubterminale presentan una reactividad no espeoiti-
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oa, esto puede deberse a que tienen caraoter!eticae metab6licas y fisio 

16gicas muy cercan~s a [• botulinum tipo a. (120) 

La sensibilidad aumentada de esta t~cnioa respecto a las otras técnicas 

de ELISA para las toxina A, B y E de E• botulinum se debe a que se usan 

~nticuerpos IgG purificados por cromatografía. (120) 

La enterotoxina de Q.. perfrirgens puede detecta.rae por ELISA en una oon­

centraoi6n de O.Ol-10 ?8/g de heces. Al evaluar el método en varios bro­

tes de intoxicaci6n por alimentos, posiblemente asociados con[• perfrin­

gens, se encontró una oorrelaoi6n cercana entre la detecci6n de la ent•­

roto:r.ina en las heces, y la prueba de producción de la toxina a partir 

de cepas aisladas de las heces y del alimento sospechoso. 

~l m'todo de ELISA, en este caso, mostró ser 9's sensible que los enea~ 

yos biológicos utilizados para demostrar la enterotoxina, como son las 

pruebas de oitotoxioidad en diversas lineas celulares. Por otro lado, 

los ensayos de letalidad en anillale1 no son adecuados para. probar mue11-

trae fecales o sobrenadantes de cultivo, ya que se presentan interfere!l 

cias con otras auetancias presentes en estás 11Uestrae. (163) 

Tisoidi y cole reportaron un m6todo de ELIS! para cuantificar anticuer­

pos dirigidos contra laa toxina A 7 B de 2.• ditficile. En pruebas de 

inhibic16n o bloqueo con ELISA1 la toxiDa A solo puede ser neutralis&da 

por la antitoxina AJ sin embargo, con loe antiouerpoe anti-B1 es parcia!, 

mente inhibida por proteína.e derivad.as de una cepa no toxigfnica. (221) 

Los anticuerpos dirigidos contra las toxinas A y B mostraron una correl~ 

ci6n cercana en los tituloe de anticuerpos obtenidos por ensayos de cit2_ 

toxicidad. Se sugiere que el ELISA es un m4todo sensible y específico 

para determinar la. prevalencia de anticuerpos en la. poblaoi6n y para ee-

1 
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tudial' la reepuesta itll'llUD9 en pacientee oon enfermedad inducida por !!.• 

ditficile. (221) 

En un estudio posterior, ae enoontr6 que pueden detectarse anticuerpoc 

dirigido• contra la toxina A en el 64~ de las personas mayoree de 2 

años y en el l~ de sujetos menores de esta edadJ antiouerpoc dirigi­

dos contra la toxina B ee detectan en el 6ffl, de lae personas ma¡ores 

de 6 meses y en el 3~ de las persona• menores de esta edad. (220) 

Estoo datós coinciden con el hallazgo de crue en la infancia ocurre un& 

oolonizaoi6n con E_. dittioile y de que existen niveles altee de toxina. 

en esta etapa de la vida. (121 1 222 1 218,75) Los individuos con enferme­

dad debida a ~· difficile desarrollaron respuestas eerol6gicas a una o 

a ambas toxinas, observándose incrementos significativos a una o a las 

dos toxinas, dependiendo de los diferentes pacientes. {220) 

Utilizando un ELISA en el que las toxinas purificadas se adsorben a la 

fase e6lida, se han reportado anticuerpos de la claae IBG pero no lgA o 

IgM, en el 5~ de los pacientes con diarrea asociada a antib16ticoe y 

con colitis pseudomembranosa, encontrándose en el 7" del grupo o.ontrol. 

(124) Se obaerv6 que una falta de :~espuesta inmunol6gica en el ELISA se 

correlaciona con una colitis más severa. (4) 

Por una técnica de neutralizaci6n de la oitotoxioidad, se encontraron 

anticuerpos neutralizantes para la toxina B pero no para la A en el 21~ 

de los pacientes, en este caso no ae encontraron en el grupo control. 

Se vi6 que el ELISA ea más sensible que la prueba de neutralización, 

además de que loe anticuerpos pueden detectarse en la tercera semana de 

la enfermedad, mientras que loe anticuerpos neutralizantee aparecen dee-

pués de 5 semanas. (4) 
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Se ha descrito un ensayo inmunoenzi~á;ico para la detec~i6n de anticuer­

pos diri~idoE !rente a la enterotoxine de Q.• pcrfringenc. ~cte méto(\O 

resulta mác sensible que la inmunodifuci6n y la hemoelutinaci6n pneiva 

~ara la medici6n de anticuerpoc en eetudioe epidemiol6gicoc de brotes 

por intoxicación alimentaria. (160) 

Utilizando el lipopolisacárido purificado de !· fraeilis en un método 

de ELIZA, es pociblo detectar niveles de IgG especifica en pacientes 

con una infección clínica evidente. (185) Esto puede interpretarse cooo 

una respuesta anamnésica si se toma en cuenta que se encuentran anti­

cuerpos principalmente de la clace IgM en sujetos normales, e incluso 

en niños. (66) 

Sin embargo, otro reporte indica que utilizando el lipopolisacárido e~ 

'el EL!SA, no se obtienen resultados satisfactorios debido a le gran can­

tidad de serotipos relacionados con el antígeno O y proponen que se uti-

1 ice el complejo de la membrana externa como antígeno. En este caso las 

reaccionec heter61ogas se reducen y se cubren más serotipoe de especies 

de Bacteroides; además, se encontr6 que los biotipos correspondían a loa 

sorotipoa identificados. (176) 

Maneheim y Kacper desarrollaron un ELISA para detectar anticuerpos diri­

Cidos contra el polisacárido capsular de 1!• asaccbarolytious. Los resul­

tedos cugier~n que se forman anticuerpos eist,micos dirigidos frente a 

ecte rnicroor~aniemo despuée de infecoión periodontal y durante expoei-

c ió n prolongada al mismo en el laboratorio. Las ventajas d~ este BL!SA 

son la sim~licidad del método y la capacidad de detectar IgG específica 

en cantidades de nanogramos; además de que podría adaptarse a l~ medi­

ción de IgA secretoria, lo que podría a,YUdar a entender la patogénesie 

de esta bacteria en infecciones periodontales. {130) 



La cromatografía la emple6 por primera vez el botánico ruso ~:. Tcwett 

en el w1o 19061 quién deocribi6 la separación de pigmentos extraídos 

de las plantas con acetona mediante coluninas de adsorbentee: ine:::-tec. 

Los pigmentos individuales pasan a través de la columna a diferer.t~c 

velocidad.es y se ceparan unos de otros, dirtinguiéndose fácilmente co­

mo bandas coloridac, de donde viene el nornbre de orome.tograffa, del 

griego ~-color y graphia-deecripoión. (9) 

Actualmente el término cromatografía se aplica a los métodos de separa­

ción física en los cuales loe componentes de una mezcla se dietribuyen 

entre dos fases: una estacionaria, que puede ser un s6lido o un líqui­

do adsorbido en un s6lido y una fase m6vil que puede ser tanto un gas 

como un líquido que fluye continuamente a travf~ de la fase estaciona­

ria, consti:tu,yendo un sistema dinámico en el que las fases se conf'llnden 

en un proceso de interfase en cambio continuo. (9,199,203J 

Los diferentes tipos de cromatografía se basan en uno o más de los cua­

tro principios t'ieicoquímioos de aásorción, fracoionaniento 1 intercambio 

i6nico y exclusión molecular, que determinan el grado de partición entre 

la tase m6vÜ y la estacionaria. (199,203) 

La separación puede aplicarse al análisis químico detectan~o cu~litativa 

Y cuantitativa.mente loo cornponenteo una vez eepara.r.!os, cor..o una !'or::ie de 

obtenerloo a partir de su mezcla, oiendo éste el objetivo de la cromato­

grafía prepara.tiva. (9) 

De .u::uerdo con lee fases móvil ~ estacionaria existen en cromnto;rafía 

cua t:ro pocibil idl'!des: 1 íquido-lír~uido, gae-líquido, H.-ruido-oc51 ido ;¡ . 
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eas-s611do. 

En la cromatoBrafía de adsorcidn la tace estacionaria ea un sdlido fin&-

mente dividi~:o; el soluto compite por los sitios sobre la superficie 

del s6lido con el eluyonte. El grado de retenci6n dependerá del to.maño, 

forma y carga eléctrica do la molécula. (9,199,203) 

La cromatografía de fraccionamiento se basa en la distribución de los 

componentes entre dos fases no miscibles. Generalmente el medio que sir-

ve de soporte e~·tá cubierto con un componente de la fase estacionaria, 

que ee un líquido orgánico polar o bien, a.gua. 

La fase móvil puede ser un disolvente puro o mezcla do disolventes, de 

polaridad diferente a la del líquido estacionario, de modo que ambos 

,se~n illllliscibles. Usualmente el más polar de los disolventes está inCO!, 

porado sobre el soporte sólido y funciona como fase estacionaria; en la 

cromatografía en fase inversa, se utiliza una tase estacionaria no polar 

y una fase móvil polar. (9,199 1203) 

J!artin y Singo en 1941 desarrollaron la cromatografía líquido-líquido 

al uti1izar una fase estacionaria líquida, adsorbida a un soporte iner­

te. (9 9 199) En aquel tiempo la identificación de pequeñas cantidruies de 

sustancias separadas era difícil, por lo que se hizo más amplio el uso 

de la cromatografía bidimena ional 1 ya fuera en papel o en capa .. fina. 

Más tarde, al intentar promover la separación de compuestos iónicos apl! 

cando un campe eléctrico, se desarrolló la electroforesis en papel o en 

capa fina. (9,48) 

La técnica cromatográfica más recientemente desarrollada, la crcmatogra-

fí~ de gases, fué descrita por Y.artin y James en 1952 y se ha convertido 

en uno e.e les métodos mñs ampliamente utilizados, particvlarr.iente par.:i 
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mezclas de gaces o para sólidos y líquidos volátiles, debido a su alta 

resolución y scneibilidad 1 as! como a la rapidez del análisis. (9 1 199) 

En los últimoc aiios se ha renovado el interés en las técnicas de croma­

tografía líquida, debido a la nueva instrumentación, nuevo empacado de 

las columnas y un mejor entendimiento de la teoría cromatocrráfica. Un 

ejemplo de ello es la cromatografía líquida de alta resolución, qúe es 

el método de elección en la separación y análisis de muestras no volá­

tiles o inestables térmicamente. (9) 

Cromatografía en columna 

La fase estacionaria está sostenida en un tubo de vidrio o metal 1 cu­

bierto en un extremo y cerrado con una llave o cilindro de vidrio. La 

muestra se introduce en la columna y la fase m6vil se obliga a pasar 

a través del sólido bajo presión, o bien se deja percolar a través de 

él por efecto de la ~avedad. Se colectan las fracciones del elusnte 

en diferentes tubos para su análisis posterior. 

Pueden utilizaree para este propósito recolectores automáticos de frac­

cionec, cuyo uso se basa en diferentes criterios como tiempo de elución, 

recuento de gotas o medición del volumen. 

En condiciones oromatográficas estandarizadas, las mismas sustancias 

tendrán siempre el mismo tiempo de eluci6n, parámetro que puede emplea:: 

se para la identificación de los compueatos. (199,203) 
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Crornn.tograf:ía en capa fina 

La oepar·o.ci6n se produce cobre una cn;ia de un s6lido finamente dividid.o 

que ce ha fijado sobre una euperfic ie plana. En este caso, l;;. fase 1:?6'1il 

se desplaza a través del s6lido, ya sea por acci6n capilo.r o bajo la in-

fluencia de la gravedad. Los adsorbentee oscilan de un grado mlximo a 

mínireo de adsorci6n, con lo que su poder de fraccionamiento es más apre-

ciable. 

Como fases estacionarias pueden usarse la alúmina, gel de sílice, celi-

ta, celulosa y tierra de diatomeas. 

La muestra se aplica con una pipeta capilar a la superficie seca o acti­

vada de la pl¿ca; después de evaporar el disolvente, se desarrolla el 

cromatograma por medio del flujo del eluyente en un medio cerrado para 

prevenir la evaporaoi6n. El revelado puede llevarse a cabo utilizando 

sustancias corrosivas como el ácido sulfúrico cuando se utiliza un adeo~ 

bente inorgánico, o puede intentarse la identificaci6n presuntiva dirP.c-

tarnente en la placa por reacciones químicas específicas. Adicionando 

al adsorbente silicato de zinc y sulfato de cadmio, pueden demostrarce 

manchas de color negro no fluorescente al aplicar luz ultravioleta de 
-;. '• 

onda corta (254 nm). La luz ultravioleta de onda larga ( 35')-366 llLl) pue-

de aplicarse para provocar la fluorescencia en materiales que absorben 

la onda larga y emiten luz visible, cuando no se utili~a indicador en 

· el adsorbentc. 

La trayectoria de un componente en el sistema cromatográfico se define 

co"-o un factor de retardo o Rf, que es el cociente de la dista~cia que 

el r.oluto ha emi~rado, entre la distancia que el disolvente ha recorri-
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do. El Rf de un compuesto es una característica oonstante, si lac condi­

cionec no varían. Sin embargo, ;¡a que frecuentemente es difícil reprodu­

cir las condiciones de la prueba, se utiliza un patr6n interno, al que 

se refiere entonces la distancia recorrida por el soluto. Se puede hacer 

un análi~is sernicuantitativo, si se inclu;¡en soluciones patr6n de dife­

rentes concentracio~es y aplicando la densitometría de barrido directa­

mente en la placa o del negativo de una fotografía de la placa. ?!o obs­

tante, la cuantificación es más e7.acta cuando se realiza el análisis 

químico de las manchas separadas y extraídaa con algún disolvente. (48, 

170,199,203) 

Cromatografía en papel 

El medio de separaoi6n es una hoja o tira de papel de filtro grueso. Por 

lo general se emplean papelee especiales de elevada pureza y con caract!. 

ríeticas reproducibles en cuanto a porosidad y grosor. La muestra se de­

posita a pocos centímetros del extremo de la hoja de papel y se deja se­

car; se permite entonces que el sistema de disolventes fluya a partir de 

un reservorio situado por encima en la cromatografía descendente, o por 

debajo en la cromatografía ascendente. La tase m6vil se mueve por capi­

laridad sobre la muestra causando la separación de los co~ponentes de 

ésta en manchas individuales en el papel. A menos que las suctancias 

sean coloridas por si mismas, las manchas deberán descubrirse por una 

reacción química, que generalmente sugiere la naturaleza de las sustan­

cias separadas. Se utilizan indicadores ácido-base para los ácidos orgá­

nicos, nitrato de plata en medio alcalino para los azdcares reductoroc 



y ninhidrina para los aminoácidos. La unidad de medici6n ee el Rf o la 

oor.r:n~raci6n directa "Jon sustanoia.n conocid1J.e:. La cuantifio:ioión i:iuede 

r<:nlizarEe por densitorr;etrfa O por Cluci6n SCC.iidr, de an.ilici:: quír..ico. 

En la cromatografía en pa,el intervienen, tanto el ~rincipio de adsor­

ción cor..o el de fraccionamiento, ya que el rr.edio es un;::. r.oatrb de celu­

losa rodeada ce un~ capa de agua. Sin embargo, ec ~asible hacer que 

otros líquidos des~lacen el agua, proporcionando un tipo diferente de 

fase ectacionaria; el papel tratado con silic6n o vacelina pcn:!ite rea­

lizar la cromatoarafía en papel de fase inversa, en la cual la fase mó­

vil es un disolvente polar. (48,199,201,203) 

Cromatog:rat!a de gasee 

Es similar en varios aspectos a la cromatografía en columna, diterencián 

dose de ella en que utiliza un gas inerte coffiO fase móvil. La separación 

se basa en repetidos estados de equilibrio entre un gas en movimiento y 

una tase estacionaria contenida. en una columna de pequeíio diámetro. En 

la. cromatografia. gas-sólido ( COS) /la fase estacionaria es un s61ido con 

una gran área de superficie, mientras en la cromatograt!a gas-líquido 

(CGL) está constituida por un líquido no volátil sobre un sólido inerte. 

(9,145,199) 

Los gasee y solutos no polares de gran volatilidad se analizan comúnmen-

. te por CGS, mientrae que la CGL puede aplioarse a un número mayor de ºº!!! 

puestos, eiem~re que éstos alcancen la temperatura de ebullici6n sin de! 

componerse. (199) 

Un croma.t6grafo de gases consta. principalmente de un d.icpoai tivo inyec-
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tor, la columna, controles de temperatura y de flujo del ~as y un regis­

trar1or-detector. Una pequeña cantidad de la muestra so inyecta en la co­

lwnna1 mantenida a una cierta temperatura. En el die~ositivo in,yector, 

un calentador vaporiza las moléculas que son entonces traneportadas por 

el gas, a través de la columna, para su fraccionamiento. Los compon~nteo 

volátiles paoan a través de la columna a diferentes velocid~~es, por lo 

que son eluídas a diferentes tiempos. Un detector puede determinar la 

pre1encia y cantidad de las sustancias que emergen de la columna. La am­

plificaci6n de esta señal se registra en una tira de papel como una. se­

rie de µioos; la localización de cada pico caracteriza a un componente 

específico y su altura y su área están en relación directa con su conce.!! 

traoión relativa. (9,199,203) 

Uno de los factores más importantes a considerar en la cromatografía de 

gases es el grado·de,separación que puede lograrse entre diferentes cor..­

ponentes en una columna dada y depende de varios parámetros1 dimensiones 

de la columna, temperatura, velocidad de nujo del gas acarreador, volu­

men de la muestra y 0caída de presi6n en la columna. (145) 

Las columnas ordinarias tienen aproximada11tente o.6 cm de diámetro, aún 

cuando pueden ser de mayor o menor diámetro, con ul\a variación de 4 a 10 

mm. Las columnas con diámetro mayor tienen menor eficiencia y generalmen 

te se utilizan en trabajos de preparaci6n. La longitud de la columna va­

ría desde 90 a 120 cm hasta ~erca de 15 m en colusr.nas ordinarias empaoa­

.das. En el caso de las columnas capilares, la longitud es mucho mayor. 

En términos generaleo, cuanto más larga es la columna, mayor es el gra­

do de separaci6n, aún cuando ecta relaci6n no es directamente proporcio­

nal. Lac columnas más utilizlldas son las de acero inoxidable o vidrio 
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con l a 4 m de longitud y un diámetro de 2 a 4 mm, que se empacan con 

material granular de soporte. También pueden usarse tubos de otros ma­

teriales como níquel, cobre o aluminio. Las columnas de vidrio son frá­

giles, pero tienen la ventaja de ser inertes y son esenciales en el an! 

lisis de compuestos que se descomponen al contacto con metales calien­

tes debido a acci6n catalítica. Esta tendencia es más pronunciada con 

columnas capilares que con columnas empacada, esto puede evitarse desa.s_ 

tivando la superficie interior del tubo de vidrio por tratamiento con 

sílice, en que son removidos los grupos polares que reducen la eficien­

cia de la columna. (109 1145) 

Se pueden emplear muy diversos soportes s6lidos y fases liquidas esta­

cionarias, La elecci6n depende básicamente de la naturaleza de los com­

puestos que se desea separar. Oeneralmente se emplean fases estaciona­

rias s6lidas para el estudio de compuestos volátiles de peso molecular 

relativamente bajo, mientras que las fases líquidas se usan para sepa­

rar moléculas un poco mayores. Se pueden emplear varias fases sólidas 

para separar gases de origen microbiano, incluyendo aqu6llos que contie­

nen azufre o nitr6geno. Entre las fases están alúmina, carbono, gel de 

oíl.ice y polímeros sintéticos orgánicos porosos como Porapak (Q, P, QS, 

PS) y Chromosorb 101. (109,145,203) 

Cuando se utiliza una fase líquida, debe ponerse cuidado en que el sopo! 

te s6lido se haya tratado debidamente para dar picos simétricos, incor­

P~ando pequeñas cantidades de ácido tereft,lico o ácido fosfórico en 

la tase líquida. (l'J9) 

Se empleen frecuentemente Carbowax 20 )!, que es un polietileJ16licol, :r 

ve::-siones modificadas de él como SP-1000 y AT-1000, que pueden ofrecer 
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una. mejor est~bilidad térn:ioa. FFAP 1 tase libre de ácidos grasos, que 

cc. un polietilenglicol modificado con ácido tereftálico y .lT-120'.l y 

CP-1200 1 son adecuados para la separaci6n de ácidos grasos hacta de sti~ 

carbonos. Frecuentemente se emplean como soportes, tierra de diatomeas 

o carbón grafitizado (Carbopak 1 Graphtak), que ofrecen tanto estabili-

dad térmica como separaci6n óptimas de los componentes cuando se em­

plean con un 0.2 a 0.4~ de las fases liquidas ya mencionadas. (109) 

Los metabolitoa volátiles neutros como los alcoholes, aldehídos yDeto-

nas se separan fácilmente en polímeros porosos con las diversas resinas 

Porapak y Chromosorb 101-103. Como alternativas a éstos están SP-1000, 

AT-1000, Carbowax 20 Ji! :¡ Carbowax 1500; este último es muy empleado en 

el estudio de alcoholes. Loe hidrocarburos pueden ser cromatografiados 

en una variedad de fases s611das 1 un ejemplo de éste.e es Carbopalc o 
' Graphtak suplementada con ácido picrico. Para separar aminas de bajo 

peso molecular, Chromosorb 103 es una de las fases más útilee 1 como 

tambi~n Tenax GC. Carbowax 20 M o Deumvalt 1 unidos a tierras de diato-

meas o oarb6n grafitizado, dan una separación excelente de la mayoría 

de las aminas. En este caso para evitar la fonnaoi6n de colas en loe 

picos obtenidos ee incorpora potasa a la fase líquida. (109) 

El uso de columnas capilares, especialmente la del tipo de sD.ioe fun-

dido, se espera que tenga gran uso en los próximos ar.os, debido a su 

eficiencia m~o alta y a su revestimiento externo de poliimida que la 

hace tlexible y casi irrompible, lo que la hace adecuada para su uso en 

trabajo de rutina. (109 115,,151) 

La te~peratura a la cual se efectúe la Eeparación de loo componentec de 

una mezcla, está determinada generalmente por dos faotoresa el grado de 
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separaci6n que se considere sufieiente y un tiempo razonable de análi­

sis. Por lo general, cuanto más baja ee la temperatura, mayor es la 

separaci6n de loe diferentes componentes; pero en cambio, el tiempo de 

retenci6n de los componentes en la columna aumenta tambi&n con la dis­

minución de la tem~eratura. (63,149) A menudo se ha encontrado satis­

factorio trabajar a una temperatura cercana al punto de ebullici6n de 

loe ccmponentEs, pero en realidad debe determinarse una temperatura óp­

tima para cada ensayo en particular. (145) 

Las temperaturas de las columnas superan a la del ambiente, pero no sue­

len exceder loe 300°C. En un principio se usaron columnas que tenían una 

temperatura fija, pero se han reemplazado con columnas a las que se pue­

de regular la temperatura, lo que permite el análisis de mezclas comple­

jas de solutoe 1 en loe que loe constituyentes con un alto grado de'ebu­

llici6n pueden ser fraccionados, al mismo tiempo que tambi'n lo pueden 

ler 101 constituyentes 4• punto. baj~ de ebullición y más fácil fraccio­

namiento. (63,149 1186) Se debe considerar que la temperatura de la colue 

na no sea tan alta que la faee estacionaria ae volatilice de la euperf! 

cie del soporte inerte. Además, se observará en muchos casos, que si la 

temperatura de la columna sigue aumentando, disminu,ye la eficacia y la 

columna resulta menos útil que a cierta temperatura 6ptima, más baja. 

(145) 

El tipo de detector que ee utilice depende del tipo de compuestos que se 

investigan. Loe detectores de conductividad t&rmica miden la conducción 

ca16rica del gas que fluye y la comparan con la del portador puro, con­

siderando que mientras más grande es la diferencia entre estas dos medi­

ciones, mayor será la señal que se generef generalmente ee emplea en el 
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análisis de gases y líquidos que tienen un bajo punto de ebullicicSn. 

(145,199,203) 

Con pocas excepciones, como en el cnso del ácido fcSrr.iico y el formalde-

hído, los detectores ionizantes tienen una mayor sensibilidad ~ue los 

de conductividad térmica en el análisis de compuestos orgánicos. En 

elloc 1 los componentes que salen de la columna son ionizados bien por 

rayos J de una fuente radioaotiva, o por OJtidaci6n en una llama de hi­

drcSgeno. Los detectores de captura de electrones dependen de la afinidad 

electrcSnioa de átomos específicos y grupos moleculares, y se lleva a ca-

bo después de la formación de derivados con reactivos que contienen ha-

16genos. (25 1109) Con este tipo de detector, es posible analizar metabo-

litos presentes en cantidades de picogramos. 

El tipo de gas portador a emplear, permite también alguna selección. 

Los gases que se 'utilizan con más frecuencia son nitr6geno, hidrc5geno 1 

helio, ar{;'ó.n y dióxido de carbono. Al menos en parte, la selecci6n se 

basa en el factor econ6mico 1 pero un factor muy importante en ella es 

el tipo de detector empleado. En el caso del detector de conductivi~ad 

térmica se utilizan el hidrcSgeno i el helio, ya que preeentan una mayor 

diferencia con los componentes a analizar. El h1drc5geno podría ser una. 

mejor elección, pero suele presentar riesgos en cuanto a seguridad en el 

laboratorio. El helio es casi tan satisfactorio como el hidrógeno y a.de­

más no es combustible, aunque por otro lado es difícil de oonseeuir • 

. (145,207) 

~l detector de ionizaoicSn de llama, que requiere nitrc5geno 1 aire e hidr~ 

geno, tiene un intervalo de linearidad y una sensibilidad superior al 

detector de conductividad térmica. Sin embargo, su uso requiere de un 
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~enerador de bidr6gcno, ya que el uso y almacenamiento de hidr6;;eno en 

tanques está muy regulado en laboratorios y hospitales. (207) 

El detector de arg6n requiere solo un gas inerte, el argón, y es senci­

ble a cantidadeo de picogramos, aunque tiene la decventaja por otro la­

do, de tener un intervalo de linearidad más limitado que otros detecto­

r~s, además de que su sensibilidad puede reducirse en gran medida por 

contaminaci6n con aire o vapor de 116\1ª• (207) 

La diferencia de presión en la columna es importante, ya que impone un 

factor de corrección sobre el volumen de retenci6n. La velocidad del gas 

se logra aplicando una diferencia de presión, lo que puede hacerse a la 

entrada o a la salida de la columna. ?lo obstante, es mejor no tener una 

presi6n de salida demasiado baja, casi siempre es la atmosférica y la 

de entrada es algo mayor que ésta, empleándo~e relaciones de presi6n de 

2 Y comúnmente ce evita que pasen de 3. Para la seleoción de la relación 

de presiones han de to~rse en cuenta las dimensiones de la columna; en 

lae celdas de conductividad térmica, además, debe tomarse en cuenta que 

una presión de salida reducida puede aumentar realmente la sensibilidad 

del detector. (145) 

El tamaño de la muestra para la mayoría de loe cromatógrafos es más 

bien pequeño, del orden de 1a100J11 para una muestra líquida y del 

orden de mililitros para una muestra gaseosa. A medida que aumenta el 

taca.~o de la muestra, disminuye la eficiencia de la separación. Por otro 

lado, si se desea la detección de una cantidad muy pequeña de sustancia 

en una mezcla, puede utilizarse una muestra de mayor tamaño, aún cuando 

la separación no sea del todo satisfactoria. La introducci6n de la mues­

tra ha de ser rápida y se utilizan generalmente microjeringas, que dan 
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volúmenes reproducibles. (911451199) 

Un cromatograma proporciona solo una información cualitativa acerca de 

cada especie en una muestra, es decir su tiempo de retención o su posi-

ci6n en la fase estacionaria despu&s de la eluci6n, Bajo un conjunto de 

condiciones dadas y con una determinada columna cromatoeráfica, el tiem-

po o el volumen de retenoi6n son característicos de un componente en pa.t, 

ticular. En ciertos casos, dos o más sustancias pueden presentar el mis-

mo volumen de retenci6n. Casi siempre se tiene una idea de los componen-

tes de la mezcla, con lo cual el tiempo de retenci6n resulta suficiente 

para caracterizar a un compuesto en una mezcla. Una relaci6n útil en 

cromatografía de gasea, es el hecho de que el logaritmo del tiempo de 

retención con frecuencia es funoi6n lineal del número de átomos de car-
' 

bono de los grupos metileno o de otros grupos funcionales análogos. (9, 

145,199) 

Cuando es n~cesaria la identificaci6n de las sustancias separadas, se 

recogen en trampas trías a la salida de la columna y se analizan por 

Cualquier técnica tísica o química. La espectrometría de masas se utili 

za comúnmente en este caso, ya que·es suficiente con una peque~ísima 

cantidad de muestra para el análisis. En el espectr6grato de masas la 

muestra se ioniza con un rayo electr6nico o con un gas reactivo cargad.OJ 

el exceso de energía impartido al cocpuesto provoca su fragmentaci6n y 

los pesos de los fragmentos se miden en el instrumento y se registran. 

· Cada compuesto individual tiene un cuadro de tragrnentaci6n diferente, 

aun./1e grupos químicos similares dan tragmentaciónes similares. De esta 

forrJa puede determinarse la estructura, incluso la posici6n de un is6to-

PO dentro de una molécula presente, en una mezcla com~leja puede deter-
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minaroe en niveles de nanogramos. (145,203) 

El análisio cu~ntitativo se baaa en una comparaoi6n, :¡a sea de la altura 

de los picos o del área bajo los mismos producidos por los compuestos 

analizados, en comparacidn con uno o más patrones. Si las condiciones 

están controladas, ambos parámetros varían linealmente con la concentra­

ción, siempre que variaciones en la columna no alteren el ancho de los 

picos durante el tiempo necesario para obtener los oromatogramas de la 

muestra y los patrones. 

Las variables que deben controlarse cuidadosamente son la temperatura de 

la columna, la velooidad del gas acarreador y la velocidad. de in,yeocidn 

de la muestra, además de evitar la sobrecarga de la columna. El efecto 

de la velocidad de inyección de la muestra es particularmente crítica 

para los picos iniciales de un cromatograma. La inyección manual con 

una jeringa en ocasiones puede dar lugar a errores del 5 al lo%. 

Muchoa instrumentos cromatográficoo modernos están equipados con inte­

gradores de esfera y disco o integrqdores electr6nioos que permiten una 

estimación precisa del área bajo loe picos. Cuando no se dispone de un 

equipo de este tipo, debe hacerse una estimacidn manual. Un m~todo sim­

ple que funciona bien para picos simltricos con un ancho razonable, es 

la mul tipl1caci6n de la altura del pico por su ancho a la mitad de la 

al tuI·a. Otro método consiste en uaar un planímetro, o recortar el pico 

7 establecer el peso en relación con el de una superficie conocida de 

P-apel de regictro. (145,199) 

La calibraci.6n con patrones consiste en la introducci6n de una serie de 

i¡:·;:,luciones de concentración conocida, de composici6n aproximada a la• 

¿~1 problema, Se realizan los cromatogramas para los patrones y oe gra-
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fican las alturao de loe picoo o euo áreas en tunci6n de la concontra­

ci6n, con lo ou~l debe obteneroe una linea recta que pasa por el ori­

gen. Para lorrrar precisi6n es necesario repetir con frecuenci~ la6 cali­

bracionee, ya que eote método se ve afect~do en gran proporción por el 

volumen de la muestra y la velocidad de inyección de la misma. (199) 

El método de norrnalizaci6n del área evita las incertidumbree relativas 

a la inyecci6n de la muestra. Eo necesario eluir todos los componentes 

de la muestra, después de lo cual se calcula el área de todos los picos, 

corregida por un !actor de respuesta del detector a diterentes tipos de 

compuestos. La concentración está dada por el área de un pico en parti­

cular, dividida entre el área total de todos los picos. (199 1 203) 

El error producido por la in,yección de la muestra puede corregirse util.!. 

zando un patrón interno. El método consiste en introducir nna cantidad 

cuidadosamente medida de una sustancia que actúa como patrón interno, 

tanto en la~ muestras patrón como en las muestras problema, utilizándose 

como parámetro analítico el coaiente del área de los picos del analito 

sobre la del patrón inierno. Para que pueda llevarse a cabo, el pico 

del patrón interno debe estar bien!separado de loa demás picos 7 al mis­

mo tiempo cerca de los picos del componente que se analiza. (199,139) 

La mayoría de loe instrumentos cromatográticoa modernos están equipados 

con microprocesadores para el control de par&.:etroe de operación tales 

como temperatura de la columna T del in.rector, velocidad de flujo del 

· eluyente, tiempo de inyecci6n de la 11111estra. Por tanto, los cromatogra­

mas pueden realizarse con poca o ninguna intervenci6n hUJDana. Los ins­

trumentos más completos son totalmente automáticos y pueden admitir un 

cierto número de muestras. Después de ca.da análisis la columna regresa 
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a eus condiciones iniciales automáticamente, el portamueetras gira y se 

toma una nueva muestra que se inyecta a la columna, el oromatogra.rna que 

se obtiene se rer,ietra en la memoria de una computadora. Los datos se 

presentan bajo la forma de una tabla en la que se indican los tiempos 

de retención y las áreas relativas de los pioos. 

Cromatografía de gasea de espacio de cabeza 

En la cromatografía de gasee de espacio de cabeza, HSGC, por sus siglas 

en inglés (head-space gas chromatography) se analiza la fase de vapor 

arriba de un medio sólido o líquido. Una parte de la muestra se trans­

fiere a un vial de vidrio que se sella con una membrana de cauoho. Des-

' pués de alcanzar cierta temperatura la fase de vapor del medio se cole2, 

ta manualmente con una jeringa o por técnioas automatizadas, inyectán­

dose en.la columna cromatográfioa. (109,134) 

En el estad.o de equilibrio·entre el líquido y su fase gaseosa, el área 

del pico cromatográfico de un componente obtenido por HSOO es proporcio­

nal a eu presión parcial de vapor. Esta puede incrementarse, aumentando 

la temperatura de la muestra antes del análisis. Sin embargo, cualquier 

car.:bio en este parámetro está limitado por consideraciones prácticas, 

como el que no debe exceder el punto de ebullición de la fase líquida y 

debe mantenerse constante, de otra forma se obtienen variaciones en loe 

picoo. (107,108,109,134) 

Pera incrementar la sensibilidad de la técnica se agregan usualmente 

electrolitos como sulfato de sodio anhidro que increcenta la ccncentrn­

ció~ de los compuestos orgánicos en la fase de vapor, disminuyendo su 
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solubilidad en la fase liquida. (l'.>9,134) 

La mm:: ec aplicable al ectudio de llompuestos ácidoc, neutros y báefooo, 

cor..o son ácidoc erasoc ¡alcoholes hasta de ocho carbonos ..J' amináe hac-
.· o 

ta de diez carbonos, que pueden detectarse a una temperatura de 75 c. 

(106,108,134) 

Es particularmente útil para estudiar compuestos con tiempos de reten-

ci6n muy cortos y que en otras técnicas cromatográficas pueden quedar 

enmascarados por el pico del solvente. (106,107,134) De especial inte­

rés es el hecho de que la BSOO tambiln puede aplicarse al estudio de a1:1! 

nac sin pasos previos de tormaci6n de derivados y extracci6n. (108,134) 

Se utilizan columnas de acero inoxidable o de vidrio y más reoientemen-

te columnas capilares de eilice tundido. Entre las fases estacionarias, 

la PFAP es la más utilizada; también se ha empleado SP-1200 y Porapak ~. 

Esta última es adecuada para el análisis de alcoholes y ácidos mientras 

Chromosorb ~03 se emplea preferentemente en el análisis de compuestos b! 
sicos. En las columnas capilares se utiliza en ocasiones el ácido 1,15 

pentadecanodicarboxílico. Zl detector puede ser de conduotividad térmi­

ca, aunque se prefiere el detector:·de 1onizaci6n de llaaa por su más al-

ta sensibilidad. La identidad de los compuestos eluídos se establece por 

comparao16n'de los tiempos de retenc16n con patrones adecuados. La cuan­

tificaci6n exacta no es posible ya que loe picos cromatográficoe no re­

presentan la concentraci6n real de los componenteo en la mezcla. (109, 

· 134) 

La cromatografía de gases es una de las tácnicas analíticas mác eopec!-

ficae y scnoibles para estudiar los metabolitos volátiles microbianoa. 

La identificaci6n cuantitativa de tales productos puede dar información 
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que es útil tanto en la identifioaoi6n para prop6sitoe diagn6sticos, co­

mo para estudios taxon6micoe. (109 1111) 

Aplicación en el diagn6etico de anaerobios 

La producción de compuestos volátiles por los microorganismos, depende 

de lae condiciones del medio de crecimiento y del tipo de metabolismo 

que lleve a cabo, ya sea fermentativo u oxidatiVOJ incluyen diversas 

clases de compuestos como ácidos grasos, alcoholes, aldehídos• ésteres, 

cetonas, aminas y compuestos conteniendo azufre. Tambi4n pueden encon­

trarse diacetilo, acetoína, hidrocarburos de oadena corta, gases perma­

nentes como hidrógeno, oxígeno, mon6xido y di6xidc de oarbono. 

Bajo condiciones controladas de creoimiento, determinadoe g4neroe y, en 

ocasiones determinadas especies, forman frecuentemente combinaciones ca­

racterísticas de metabolitos volátiles. La mayoría de loe anaerobios pr2 

ducen ·cantidades oonllide_rables de ácidos grasos de cadena corta, mien­

·tras que loa aerobios y facultativos producen relativamente pequeñas º8! 

tidades de estas sustancias, por lo que se estudian otros de sus metabo­

li tos como diacetilo, acetoína, aminas y alcoholes, generalmente por~­

todos que requieren pasos previos de tormaoi6n de derivados y extracci6n. 

(31,109,235) 

El análisis cromatográfico se ha aplicado al estudio de cultivos y de 

productos asociados a cambios inducidos por la infecci6n, directamente 

en fluidos corporales. (109) Los procedimientos incluyen inyección dire=. 

ta de la muestra, extracción con disolventee y atrapamiento de los com­

ponentes volátiles, seguida de deserci6n qu!mica o t~rmica en la t~cnioa 
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de llSGC. También se llevan a cabo reacciones de formaci6n de derivados 

seguidas de e%tracci6n con disolventes en el caso de compuestos menos 

volátileE o cuando la detección se realiza por una téonica de captura 

de electrones. 

Análisis directo sin extracción previa 

La inyección directa del medio de cultivo dentro de la columna cromato­

g:ráfica para el análisis de metabolitos volátiles tué descrita por Rogo­

sa 7 Love en 1968, quienes utilizaren un polímero sólido poroso como fa­

se estacionaria, estable en presencia de agua. El análisis se realiza 

en medios .aoidificados en los que las células se eliminan por centrifu­

gación o filtración. Los autores reportaron que se mantenía una. acepta­

ble estabilidad d.e la columna a pesar de que cantidadee relativBll!cnte 

grandes de material no volátil presente en el medio se inyectaban simul­

táneamente. Sin embargo, recomendaban empacar la entrada de la columna 

con material nuevo para quitar los compuestos no volátilee que se acUlllU­

lan después de i1l3"ociones repetid~s. (21,109) 

Bricltnell y Finegold reportaron resultados satisfactorios de los análi­

eis que real.izaron utilizando una columna con Porapak Q recubierta de 

una fase líquida, F'FAP al fJI. que reduce los tiempos de retenci6n indivi­

duale• y, por tanto, el tiempo total requerido para el análisis. Conclu-

· yen que para la identificación de anaerobios se prefiere la inyección d! 

recta de los sobrenadantee de cultivo, al análisis de extractos, puesto 

que pueden detectarse los alcoholes y ácidos grasos de bajo peso molecu­

lar. En este tipo de análisis es necesario utilizar un detector de ioni-
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zación de llama, que es más sensible, ya que no hay una concentración 

previa de la muestre. (21) Para evitar el deterioro de la columna, las 

muestras pueden ser prepurificadas aplicando los sobrenadantes a una 

resina de intercambio i6nico o por ultrafiltraci6n. (109) 

Phillips en 1980 analiz6 muestras en que se sospechaba la presencia de 

anaerobios, por inyección directa en una columna de Chromosorb. A pesar 

de un pequeño número de falsos positivos y falsos negativos, los auto­

res concluyen que esta técnica es útil en el diagn6stico presuntivo rá­

pido de infecci6n por anaerobios. (109) 

Análisis de muestras extraídas con disolventes 

La inyección directa de la muestra sin previa extracción, no se ha util! 

zado extensamente por los problemas que presenta y la técnicas más comú_a 

mente empleada es el análisis de los ácidos grasos volátiles después de 

su extracción con disolventes orgánicos. 

Los microorganismos se cultivan de 2 a 4 días, usualmente en un medio de 

peptona extracto de levadura con glucosa al l~ p/p. Después de la acidi­

ficación del medio a pH 2 con ácido sulfúrico dilu!do, se extraen los 

ácidos grasos volátiles con un disolvente orgánico como el éter. Para i,!! 

cren1entar la eficiencia de la extracci6n, puede agregarse una sal inorg!, 

nica como sulfato de sodio. 

En las muestras en que no pueden demostrarse llcidos grasos volátiles o 

q1!e solamente contienen acético o fórmico, es necesario investigar la 

priesencia de ácidos grasos no· volátiles como pirúvico, láctico, funuíri­

cc Y succínico, lo cual se hace preparando los derivados me.tilados co-
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rrospondientea, que son volátiles. (31,235) La metilación se lleva a ca­

bo en r.1edio ácido, acreg11ndo metanol y llevando a UJU). temperatura de 

55ºc de veinte a treinta minutos¡ si se utiliza trifluoruro de boro co­

rno c11talizador, el tiempo de reacción se reduce a cinco minutos, deepuéc 

de lo ~ual ee extrae con cloroformo. {18,31,235) 

En los procedimientos de extracción, debe considerarse que la• sustan­

ciar polares de bajo peso molecular no son eticiente~ente extraídas ~or 

la tase orgánica. Generalmente UJla parte de los compueoto& de dos o trts 

átomos de carbono permanece en la fase acuosa y esta discriminación debe 

tomarse en cuenta en la eetimaci6n cuantitativa. (31) 

La elección del disolvente d•be hacerse de acuerdo al tipo de detector, 

de tal forma que tenga una ~spueota baja ~ara el mismo, lo que asegura 

el registro de rnetabolitoe que elu:;en rápidamente y que pueden ser ocu.l­

tadoo por un ~ieo del solvente en el cromatoerama. (31,235) 

Las soluciones eetándar de ácidos grasos volátiles ¡ alcoholes, así como 

las de ácidos grasos no volátiles, se tratan en las mismas condiciones 

que las muestras. El medio de cultivo en ocasiones ~uede contener peque­

Bas cantidades de ácido acético, táctico ~ succir.ico, por lo ~ue es con­

veniente incluir una muestra de medio no inoculado con cada nuevo lote 

que se utiliza. (235) Otra forma de evitar errores por esta raz6n es in­

cubar cultivos lavados con eoluci6n snlina en un amortiguador con 2% de 

r,lucoea, despu€s de lo cual se hace la extracci6n para el análisis • 

. (109) 

El análisis cromatográfico de ~etabolitos vol4tiles a partir de cultivos, 

es parte de los esquer.:as de identificación de los anaerobioe, sobretodo 

de aquéllos que ee han definido en base a la producción de ácidos gra~os 
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como productos tinalee. (31,36 195,1751235) 

Generalraente esto se haoe en cultivoa de 24 a 48 horas en ~edio li~ui­

do, a partir de un cultivo puro en placa. Recientemente ca ha intenta­

do hacer el análisis en extraotofu de agar del cultivo ,uro en placa a 

las 48 horas de incubaoi6n, obteniéndoae recultados similares en los 

patrones de ácidos grasos, tanto en medio de agar sangre como en medio 

de carne cocida con carbohidratos. De·esta torma pueden identificarse 

las bacterias aisladas con un considerable ahorro de tiempo y medios de 

eul.tivo, ya que se encuentran patrones diferenciales de áoidoc grasos 

entre loe diversos géneros de' anaerobios. (77,232) 

Se ha intentado la identifiaaoi6n de Q.. difficile por oromatografia de 

gasee en cultivos o directamente en muestras, poniendo de manifiesto 

la producci6n de ácido isooaproioo y p-cresol como ~arcadores. {164 1 

175) 

El ácido isoca?roioo es producido por ~· difficile pero también por 9.• 

bifermentans, Q.• sordellii y Q.. eporog:enes, componentes de la flora 

normal y por Q.. oroticum, especie que se aisla de personas sanas bajo 

tratamiento antibiótico. (19,175) 

Los m~todos que se han utilizado no tienen la especificidad ni la reso­

lución suficiente para aplicarse con fines diagn6sticos. (19,24,127) 

Se ha descrito un ~todo que utiliza formaci6n de derivados y detecoi6n 

de áoido isocaproico1 sin embargo, es muy elaborado y consume una gran 

cantidad de tiempo, por lo que no puede aplicarse al trabajo de rutina. 

(24) 

El aislamiento de Q.. difficile en un ~cdio selectivo, CCFA (cicloccrinn• 

cetoxitinn-fructosa), al que se le adiciona DL-norleucin~ y ácido p-h~ 
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droxifenilacético como precursores, permite la identificaci6n a partir 

de ~lacas de primoaiclamiento ,ara la detecci6n de á0ido caproico y 

p-cr~sol en e~tractos del agar alrede~or de las colonias. {12,77,118, 

171) La detecci6n de eetos productos no ha sido totalmente satisfactoria 

en la identificaci6n de ~· difficile. La incorporaci6n de yema de huevo 

a este medio permite diferenciar a !2_. dif!icile de otras especies de 

Cloetridiurn que tienen un metabolisr.:o similar. Con la excepci6n de cata 

especie, ninguna otra que sea lecitinasa o lipaaa ncgativac prouuce áci­

dos isocaproico, oaproico o p-creeol, por lo que este medio facilita la 

identificaci6n de Q.. difficile en 24 a 48 horas. (118) 

Da ~ocible hacer un diagn6stico presuntivo de septiceoia por anaerobios 

si se analizan los cultivos de las muestras por cromatografía de gasee, 

en cuanto se presentan los primeros signos macrosc6pioos de creci~ientor 

turbidez, presencia de colonias, hem6lisis o produc~i6n de gas. {45,184, 

202,241) 

Varioo autor~s que han comparado los resultados de los oromatogramas de 

hemocultivos con loa obtenidos por cultivo e identificaci6n convenciona­

les, coinciden en afirmar que la pr~sencia de ácido but!rico, isovaléri­

co o ambos, se relaciona a la presencia de anaerobios obligados en un 

68 a 9~ de las muestras analizadas. (45,184} 

Wust relaciona la presencia de los ácidos isovalérico y euecínico con el 

género Bacteroides 7 el ácido propi6nioo con Propionib&cterium !!J?!• (241) 

Sondag en cambio, lle?.a a una identificaoi6n presuntiva basándose en ~or­

tología celular y perfiles de ácidos grasos volátiles: a !• fra~ilis lo 

asocia con la producci6n de ácidos acético y propi6nico; P'usobacteriurn 

!I!R con ácidos acético, propiónico y butírico; Veillonella !n:e con ácidos 
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acético 7 propi6nicOJ Olostridium ~ con 'oidos acético y butírico y 

el grupo de loa coooa Oram positivos con ácidos acético y butírioo. llo 

fue capaz de detectar loe ácidos valérico e ieovalérioo, que consistente­

mente se encontraron en estudios similares, tal vez debido a que lac co!l 

dioiones cromatográficas del análisis no permitieron la resolución de 

eooe ácidos. (202) 

La composición de los medios de cultivo no da lugar a diferencias cuali­

tativas en el patrón de ácidos grasos que se obtiene, pero sí ouantitat,1 

vas, (45 1 57 1123,241) por lo que las cantidades de ácidos grasos tienen 

que evaluarse para cada medio y los valores para un diagnóstico presunti 

vo deben estandarizarse, ya que en los diferenteo medios usados {tripti­

casa de soya, tioglicolato e infusión de cerebro-ooraz6n), están presen­

tes cantidades diferentes de glucosa. (45,241) 

. La glucosa favorece el crecimiento de muchas bacterias anaerobias, aei 

como la producoi6n de cantidades mayores de ácidos grasos a una veloci­

dad mayor que los medica libres de glucooa. (123 1241) La velocidad máxi­

ma de conversi6n de la glucosa, produc~i6n de ácidos grasos de cadena 

corta y crechr.iento 1 ocurre en las primeras 24 horas de incubaci6n1 por 

lp que se asume que las cantidades de estos productos finales en las si­

guientes 24 horas serán las mismas, siendo posibl~ dar un resultado pre­

suntivo dela presencia de anaerobios, 18 a 36 horas antes de que un cu!, 

tivo de aerotolerancia esté disponible. (45 1 184,241) 

Se presentan algunos problemas con algunas cepas de ~· thetaiotaomicron 

Y con Eubacterium ~ en que la producci6n de ácidos grasos es apenas 

perceptible y en ocasiones no detectable en un periodo de incubación co! 

to. (202,241) Por otro lado, la identificaci6n del grupo de cocos Gram 
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positivos es difícil, ya que presentan patronee de ácidos ~rasos voláti­

les variables. {2~2,241) 

A pesar de que loe anaerobios producen cantidades ci~nificativac de áci-

do succínico, 4ste pueden producirlo también aerobios y facultativos en 

cantidades equiparables. (45,184,202,241) Esto mismo se aplica a loa ác,1 

dos láctico y propi6nioo que generalmente se detectan junto con el ácido 

acético en cultivos de aerobios y facultativos. (45,184) 

Reig propone entonces suprimir el análisis de ácidos grasos no volátiles, 

con una suboecuente simpliticaoi6n de la técnica cromatográfioa. (184) 

Ya que solo un l~ de las septicemias pueden ser produoitlae por anaero-

bios, el análisis por cromatografía de gases debe utilizarse selectiva-

mente para ser confiable. El método se llevará a cabo más eficientemente 

en hemooultivos con subcultivos aerobios negativos o en los que ee encue!! 

tren bacilos Gram negativos fueiformea o pleom6rficos o baoiloe Gra.m poej. 

tivoe asooiac;!os & hem6lisis :r gas. (45,202} 
... , 

La cromatografía de gases aplicada a los 'liíimocul tivos :r una tinci6n de 

Gram de la mueétra pueden dar un diagn6stico presuntivo a nivel de gfne-. 

ro, que es útil para inetalar la tefapia, lo cual es de illlportancia en 

bacterias del grupo !• tragilie. Además, puede servir de guía en el pro­

cesamiento 11ubsiguiente de la muestra, ;va que no ea posible prescindir 

de la identificaoi6n definitiva por cultivo 7 pruebas bioquímicas. {184, 

241) 

Existen estudios en que se evalúa la utilidad de la cromatografía de ga-

ses a~licada directamente a las muestras clínicas en que se socpecha la 

presencia de anaerobios, comparando sus resultados con los obtenidos por 

cultivo e identifica.ción conven<:ionales. Al~nos autores relaciomm la 
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presencia de ciertos ácidos grasos específicos en la muestra con el aie-

lamiento de determinados g4neros (57,62,113,204); sin embargo, otros 

reportes indican que solo se puede obtener información sobre la presen-

cía de anaerobios. (77,98,175,182,226,227) 

Gorbaoh relacion6 la recuperaci6n de bacilos Gram negativos anaerobios 

con la presencia de ácidos isobutírico,but!rico y suoc!nioo. (57) Años 

más tarde, Gupta y Murugesan obtienen loe mismos resultados, y confir­

man el valor de la cromatografía de gases para diferenciar entre una en­

~ermedad por aerobios y otra por anaerobios. {62) 

Leeakis relaciona la presencia de cantidades apreciables de ácido suc-

c ínico (más de l~/ml), propi6nioo e isovalérico a concentraciones que 

no exceden de 3~/ml, con el aislamiento de]!. tragilis. Cuando se de­

tecta también ácido butírico, puede sospecharse infección por 1!• ~-

nogenicus. Sin embargo, no puede excluirse la presencia de otros anaero-

bios o aerobios. 

La detección de ácido bu~írico a una ooncentraci6n ma3or de 4~/ml y de 

ácidos acético, propi6nico e isobutírioo a concentraciones relativamente 

altaE su~i~re infección por Clostridium !!U?.• Los resultados de cromato­

grafía en los casos de infección por Peptococcus y Peptostreptoooccus no 

dan una infol'Clación concluyente, ya que solo se detectan ácidos acético 

Y láctico, mismos que están presentes en las infecciones por aerobios. 

(113) 

Spie~el al estudiar casos dP. infecoi6n intraabdominal encuentra una aso-

ciaci6n entre especies de Olostridium y la presen~ia de butirato y la de 

especies de Baoteroides y la presencia de ácidos isobutírico y pro~ióni-

co. A oesar de que loe miembros de la tamil ia .J~nterobac tcriaceae ~roclu-
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cen euocinato, la presencia de ecte ácido tambi~n se asoci6 con infec­

ción anaer6bica, ya que estuvo presente en el 89';( de los ~ultivoc 9n 

loe r¡ue ce aislaron anaerobios. Por análisjs de los datos encontr6 que 

el increr.1ento en la concentraci6n de succinato se debe principalmente 

a miembros del género Bacteroides. (204) 

En el estudio de la infeoci6n pleuropulmonar, la croma.toerefía fue útil 

para diferenciar la etiología de la infeoci6n aerobia o anaerobia. No se 

neoeeit6 la aspiraoi6n tranetraqueal, ¡a. que la muestra que se analiz6 

fue el fluído pleural o la expectoraci6n. En el caso de infecci6n por 

anaerobios, se encontró un patrón de ácidos grasos volátiles múltiple, 

corao en el empiema anaeróbico y en el absceso pulmonar¡ el croma.tograma 

fue negativo o débilmente positivo donde loa anaerobios no eran signifi­

cativos como por ejemplo en el caso de oontaminaci6n de la 111Uestra. (77, 

214) 

Loe hisopos no se recomiendan para la toma de muestra en el caso que se 

sospeche una infecci6n por anaerobioo¡ 1inrembargo, en ocasiones no se 

dispone de otra forma de tornar la muestra. El análisis de áoid09 grasos 

volátiles en extractos de hisopos, da resultados comparables a loa obte­

nidos en el análisis de muestras de pua o exudados. {182,226) 

Análisis por la ticnica de HSGC 

En estudios de los cultivos bacterianos por la HSGC, se analizan los coc­

puestoa volátiles presentes en la atm6etera que se enc~entra en un culti­

vo líquido contenido en un vial cerrado, inyectando la fase de vapor en 

la columna cromatográfica. Este método también puede utilizarse para es-
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tudiar cornpueetos volátiles producidos por bacteriac incubadas en un 

amortii:;uador conteniendo oompueetos definidos oomo carboh1dratos. {134) 

La prirr.era descripción de la apl ioac ión de la HSGC al es ·tudio de las 

bacterias anaerobias fue la de Drasar en 1976, quién analizó loe ácidos 

grasos produoj.dos por cepas de Cloetridium aisla.das da personas someti­

das a dietas diferentes. Anteriormente, la HSOC ee aplic6 a la evalua­

ción de la contaminación microbiana de alimentos y al estudio de algu­

nos hongos. (109, 134,149) 

El análisis se lleva a cabo generalmente en cultivos de 24 a 48 horas. 

Las muestras se llevan hasta un pH ácido si ee investiga la presencia 

de ácidos o hasta un pH alcalino si lo que ae busca ea la presencia de 

aminas. Medios de cultivo estériles 7 medio conteniendo soluciones pa­

trón de los ácidos y aminas se tratan en las mismas condiciones. (106, 

. 107,108) 

En 1978, Larsson comparó el método de la HSGC con el análisis de croma­

tografía de gasee en extractos etéreos y en sobrenadantee de cultivo 

directamente de cepas cultivadas en medio de peptona-extracto de levadu­

ra-glucosa. Encontró que la técnica de la HSGC ea más simple y rápida de 

realizar y es la única que permite la detección de alcoholes. A pesar de 

que las concentraciones relativas de loe compuestos no están representA­

das por loa diferentes picos obtenidos en el cromatograma, esto no es 

crítico en la identificacic5n. (107) 

En un estudio posterior, Lareaon y r.ardh analizan componentes ácidos, 

ne~tros y básicos en un cromatógrafo de dos canales, con dos diferentes 

columnas, una e~paoada con Porapak Q que facilita la detección de produc­

tos ácidos y neutros en el medio acidificado y otra con Chromosorb 103, 
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que nermito la detecci6n de compuestos alcalinos y neutros. (108) 

La JISOC puede dar una mayor intormaci6n diap,n6ctica 1 al detectar compuc!, 

toe que eluyen rá~idamente dentro del cromatogramaJ esto se ejemplifica 

en la diferenniaci6n de las especies g_. difficile y Q.. sporogenes ya que 

esta última produce alcoholes. Tal diferenciaci6n no nudo hacerse en ex­

tractos etéreos utilizando una columna empacada. 

Además, en este estudio se demostró la conveniencia de utilizar una co­

lumna capilar que permite una mejor resoluci6n de los picos en el croma­

tograma, debido a que presenta una mayor superficie de intercambio. (106, 

109) 

En un estudio en que analizaron tanto cepas de colección como muestras 

de pus a partir de abscesos intraabdominales por HSGC y por cromatogra­

fía de gases de los extractos et~reoe, se encontr6 que loe cromatogranias 

obtenidos son comparables. Por HSGC oe detectan ademáe, corn~uestos de el~ 

ci6n rápida que no se encuentran por extraoci6n. También ee po&ible de-

tectar la preeencia de anaerobios directamente en las muestras, siendo 

los marcadores los ácidos isovalérico y butírioo, mismoa que no se encue!l 

tran en muestras que contienen aerobios o facultativo&. (109,134) 

Entre las ventajas de la técnica de HSGC están un menor tiempo en la pre­

paración de ia muestra, 1 un aumento de la vida media de la columna, ya 

que no se introducen en ella materiales no volátiles, co~o no aplll'ecen 

picos del solvente en el cromatograrna, aumenta la capacidad dia;,;n6ctica 

diferencial. Por otro lado, ea posible la automatización de la té~nica 1 

los análisis pueden hacerse sin un monitoreo continuo y con más alta pre­

ciei6n que en el caso de la inyecci6n manual. Además, el cronat6grafo 

puede conectarse a una com?utadora que hace posible eval~;ar loe cromato-
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rrramas de referencia en la memoria y relacionarlos con los obtenidos 

para las muestras problema. (107,109) 

,1 pesar de que la cromatografía de eaeee es útil para identificar grupos 

específicos o esnecies de microorganismos, en ciertos r,éneros ea de va-

lor limitado ya que muchas especies producen el mismo patr6n de metabo­

litos. La detección de compuestos cerio ácido fenilacético, ácidos hidro-

cinámico, indolaoético, p-hidroxifenilacético, 2-cetobutírioo y otros 

ácidos conteniendo azufre puede hacerse en columnas capilares, que tie-

nen una mayor resoluoi6n1 lo cual puede ayudar en la identificación di-

ferencial de almJnos géneros. (141 1142,150,151,219) 

Por otro lado, no se encuentra correlaci6n entre el patr6n de ácidos 

grasos obtenido en la mueetra original y el género o especie del micro-
¡ 

organismo aislado, así como tampoco existe entre el perfil de ácidos gr!_ 

sos volátiles de la muestra y el producido por loe microorganismos aisl!. 

dos de la miema en un medio de cultivo.!!:! vitro. Lo anterior se observó 

tanto en muestras de las que se recuperaron solo anaerobios como de las 

que se obtuvo un cultivo mixto. Las razones para esta falta de corrcla-

ción no están claras; pudiera ser que no se producen los mismoe rnetabo­

li tos !.!l ~que !.!l ~o que a pesar de que se produzcan permanezcan 

unidos a cornponentes de los tejidos T no se detecten. (227) 

Sin embargo, los datos del cromatograma junto con los de la morofología 

microscópica, pueden dar un diagn6stico presuntivo a nivel de género, 

treinta minutos a una hora después de recibir el espécimen. 
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Análisio por cromatogr~f!a en nanel zen capa fina 

La cromatografía en papel y en capa fina no ee han utilizado lllllpliar.isn­

te en la identificaci6n de los metabolitoc volátiles producidos por ba.5:, 

teriao anaerobias. Estas técnicas podrían eer una alternativa al análi­

Bis por cromatografía de gases ya que se ha demostrado que se obtienen 

resultados comparables, respecto al perfil de ácidos gracos. 

La identificaci6n de géneros y especies de todas las cepas de anaero­

bios de reterencia y las aisladas de muestras clínicas, puede hacerse 

en base a características morfol6gicas y bioquímicas y a la aplicación 

de la cromatografía en papel y capa fina • 

.. Estas ~écnicas requieren de cinco a seis horas para su realización, pe­

ro tienen varias ventajas como su simplicidad 3 bajo costo, por lo que 

pueden realizarse en casi cualquier laboratorio. (170,201} 
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DISCUSION 

General~ente las bacterias anaerobias se ven involucradac en enft.rr.ieda­

des graves, aaociadae a una alta morbilidad y mortalidad. 

Lnc técnicas bacteriológicas que convencionalmente se llevan a cabo ,ara 

el dia~6stico requieren un tiempo prolon~ado para su realizaci6n, de 7 

a 14 días, antes de dar un resultado definitivo. 

Lao técnicas de identificaci6n rápida aplicadas directamente a las mues­

tras olínicao se han enfocado a la detecoi6n de productos solubles o ºº.!!l 

ponentes celulares de las bacterias, logrando obtener los resultados del 

anál.iEis pocas horas después de haber reoibido la muectra. 

~a inmunofluorescencia se ha aplicado en el estudio de los géneros Bacte­

~. Pusobacterium y ClostridiumJ los resultados obtenidos respecto 

a la especificidad de la prueba indican que pueden utilizarse para la 

clP.sificaci6n serol6gica como un medio rápido de identificaci6n. Es neo!. 

sario el desarrollo de sueros que cubran loa tipos antigénicos de las 

cepas locales, debido a las variaciones geogr&tioas que se han observado 

dentro de una. misma especie. 

Desde hace algunos aiios la iilmunotluoresoencia se ha aplicado en la de­

tecoi6n de diversos antigenoa y tiene actualmente una gran difusi6n. Ea 

una. técnica simple en su realizaci6n y puede lograrse un alto grado de 

eepecificidad y sensibilidad. Los resultados pueden tenerse en 1 a 2 ho­

ras y no está limitado por el tipo de muestra de t;Ue se disponga. La 

identificaci6n es posible en muestras no viables o contaminad.as por flo 

ra saprofítica. 

Requiere, sin embargo, equipo especial y personal capacitado y con expe-
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rienoia. Ee necesario llevar un control del almaoenar..icnto de loe conjl!, 

gadoc para evitar su det~rioro y analizar su efectividad dentro de pe­

ríoc.'ofl detP.rminados, 

La conveniencia de Eu ueo y au gran aplicabilidad compenoan el cor.to del 

método, que por otro lado, es relativamente fácil de adaptar en el labo­

ratorio. 

Utilizando la contrainmunoelectroforesia se han detectado las toxinae de 

~· diffioile y [• pertringens y anticuerpos dirigidoo contra laE mismas 

y frente a componentes celulares de !• fraffilia. 

Es un m4todo oon una sensibilidad aceptable y que se lleva a cabo en 20 

a 45 minutos. El equipo que utiliza generalmente está disponible en cual, 

quier laboratorio, sin embargo, requiere de una estandarizaci6n previa 

y de un oontrol estricto de la& variables. Por otro lado, está limitado 

a la detecci6n d~ antígenos cargados negativamente y sus resultados con 

semicuantitativos cuando se analizan componentes solubles. 

El ensayo illlDUnoenzimático ha mostrado ser útil en la identificaci6n de 

anaerobios en tluídos corporales 3 para la deterrninaci6n en suero de 

anticuerpos dirigidoE a éstos. 

Una de las mayores ventajas de este método es su sensibilidad (ng/ml) 1 

además de que se tiene una medici6n objetiva e incluso cuantitativa del 

antígeno o el anticuerpo que se esti determinando. 

Con ELISA pueden detecte.rae los anticuerpos de las diferentes olasess 

· IgA, Ig(J e Igl!I, como se ha hecho para anticuerpos dirigidos trente a 

~· dif!icile ;r algunas especies de Bacteroides, lo que puede ayudar a 

• entender la patogénesic y loe mecanismos de la respuesta iru;iunc que oe 

p~esentan en estas enfermedades. 
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La obtenci6n de los oonjueadoe es laboriosa y reqUiere antiouerpos.alt! 

r.:ente purificndos, lo que incrementa el costo de la prueba. Se requie­

ren cinco a seis horas de procedimiento, teniendo la placa de miorotita 

laoi6n preparada ,reviamente para dar un re~ultado. No obstant6, loe d! 

tos que se pueden obtener por ELISA son valiosos y justificarían la uti­

lizaoi6n de este método ~ás elaborado. 

Los resultados de la cromatografía no tienen una especificidad altar 

sin embargo, el dato obtenido acerca de que si una intecci6n se debe a 

anaerobios o a aerobios treinta minutos deepu6e de analizar la muestra, 

es útil en muchos aspectos, asi como el hecho de que no interfiere en 

la prueba la presencia de flora sapr6tita1 por lo que no es necesario 

tomar una muestra con jeringa y aguja u otros instrumentos quirúrgicos. 

Incluso pueden analizarse hisopos, si no se dispone de otro tipo de mue! 

t~ 

En el análisis de hemocultivos es útil para dar un diagn6st1co presunti­

vo, junto con los datos de la morfología con la tinci6n de Oram y para 

S'Uiar el aislamiento e identifioaoi6n definitivas. Debido a que el equi­

po necesario es costoso y requiere una instalaoi6n especial, este método 

está tuera del alcance de muchos laboratorios. Sin embargo, en institu­

ciones en que sí lo tienen para otros fines, sería útil la estandariza­

ci6n del método para el análisis de muestras para estudio bacteriol65ico. 

La cromatografía en papel y capa·fina es una alternativa que da reeulta­

doa similares en cinco a seis borae con un bajo costo y aiDplieidad en 

au realización. 

Actualmente en México aon pocos los laboratorios que llevan a cabo cult! 

vo e identificeci6n de nnnerobios; debido por una parte a que es labori~ 
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co 7 dificil 1, por otro, al costo que implica en e:::uipo y reactivos 

unn identifioaci6n final. 

Lao técnicno de identificaci6n rá?iüa oo~o la& ~ue s~ han deccrito se­

rían útiler. en esto sentido también, dirigien¿o lac técnicas de aisla~ 

miento, con un ahorro de matorial y reactivos. 

La irnplementaci6n de ecte tipo de pruebac oería posible en boapitalee 

de tercer nivel, ~ue tuvieran la funoi6n de laboratorios de refirencia, 

ya que de ecta manera ee llevarían a cabo con mayor costeabilide.d y efi 

ciencia. 

La elecci6n de alguno de estos métodos rápidos de identiticaci6n depen-

dería de varios factores cor.o disponibilidad de equi:io y reactivoc, ex-

periencia previa en la realización de las ticnicas y alcance de la in­

formación que se desea obtener mediante la pru.eb&. 
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G o 1 e L u s I o n E s 

- Ea necesario un diagn6ttico presuntivo a nivel de r,énero y si es ~os,! 

ble de especie en las enfermedades por anaerobios, debido a que pre­

sentan una susceptibilidad caraoter!stioa trente a los antibióticos. 

- Los métodos rápidos de identificación detectan componentes celulares 

o poroductos solubles de las bacterias directamente en lac muestras 

clínicas, logrando obtener los resultados pooaa horas después de haber 

recibido la muestra. 

- Con el método de inmunofluorescencia ea posible lograr una alta sensi­

bilidad y especificidad en la identifioaci6n de los principales géne­

ros de anaerobios. 

- La identificación por inmunotluoresoencia podría adaptaree en labora­

torios en los que se cuenta con el equipo necesario y que tienen expe­

riencia en la realización de esta técnica. 

- El equipo empleado en la contrainmunoeleotroforesis generalmente está 

disponible en casi cualquier laboratorio y tiene una sensibilidad 7 e! 

pecificidad aceptables; sin embargo, está limitada a la determinación 

de COl!l!lonentes solubles en fonna eemicuantitativa. 
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- La contrainmunoelectrof'oresis se aplica prl.cipall:)ente en la detecci6n 

de toxinao produoidac por all\'Unoo anaerobios l de anticuerpoc diri~i­

dos frente a éctoe. 

- La intorr.,ación qur: pue:de obteneroe al realizar un enr.ayo inmunoenzimá­

tioo es valiosa l cocpensaría el costo y el tiempo necesarioc para su 

realizaci6n. 

- La determinaci6n de anticuerpos de diferentes clases dirigidos trente 

a componentes celulares y productos solubles de los anaerobios por 

ELISA, a,oyar!e. el estudio de la patogénesie y la ~cpueota ir.r.iune en 

lao enter~edadeo causadas por estas bacterias. 

- La cromatografía de gases proporciona datos útiles en la identifica­

ción preountiva de loe anaerobios directar.:ente en lllUestras clínicas 

Y para dirigir el aislamiento e identificación definitivas. Este mlts_ 

do podría adaptarse en laboratorios que cu~ntan :ra oon el equipo neo!. 

se.rio, debido a su alto costo. 

- La crooatogratfa en papel o en capa fina proporciona datos similares, 

en cinco a seis horac y es una alternativa econ6mica y de fácil rea­

lizaci6n0 

- Estae técnicas se l')Ueden a¡>l ic11r en mue e trae no •tia ble E o conta::iine.­

das ?Or flora normal. 
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- La implementaci6n de alguna de estae técnicas ser!a fa.ctfble en labo­

ra torios de inve~tigaoi6n, que funcionaran como centros de referencia 

en baot~riología de anaerobioc. 

- La inversión realizada al utilizar estos métodos rápidos de diagn6sti­

oo eetá justificada porque se logra dar en unas cuantas horas el resu!_ 

tado de laboratorio, e igualmente rápido el tratainiento adecuado. 
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