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INTRODUCCIONX

El estudio sistemdtico de las bacteriac anacrobias se inicid zlrededor
de los atios rerenta, graciae a los avances en los procedimientos de
aislamiento e identificacién de eesios microorgenismos.

E) decarrollo de métodos simplificados come la jarra anaerdbica s reac
tivos generadores de gas, ha hecho accesible el cultivo de ectac bacie
rias a un mayor nimero de laboratorios. Esto Gltimo ha hecho posible

cue actuzlmente exista un mayor coﬁocimiento acerca del papel de los
microorganismos anaerobios en las enfermedades humanas,

También he contribuido a este progreso la simplificacién de los escue-
mas texondricos de ecte grupc de bacteriae y la introduccién de agentes
terapeiiticos eficaces en el manejo de las enfermedades causadas por
ellas,

Varias invectigaciones retrospectivae recientes establecen la importan-
cia y frecuencia de las bacteria's anaerobias como patégenos cn numero-
8as enfermedades en el hombre. Su identificacién en estos casos ec impor
tante por la alta morbilidad y mortalidad asociada a estae infecciones
¥ porgue la terapia antibiStica empleada en algunac de ellas es diferen—
te a la que se instala para aquéllac en las que esti{n involucrados aero—
biocs o facultativos.

Ademds, el tratamiento antibibtico especffico solo es eficaz si se admi—
nisira en etapas tempranas de la enfermedad, ya que un retardo en el ini
=10 de éste se traduce en un curso prolongado y se ha asociado a un alto

indice de mortalidad.

Se ha hecho esencial adaptar técnicas para un diagnéstico preliminar, de
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hido a una necetidad mayor de guiar le seleccidén del antidbibtico para el
tratamienio, puecsto gue la resistencia a diversor asentvs sntimicrobia-

nos es cada vez més comin, sobretodo en erpccies de Bacteroider y Cloc-

tridium,

Por ser micreorgenismos exigentes en los requerimientos para su decarro
llo y de crecimiento lento en cultivo, las técnicas de aiclaniento e
identificacibn convencionalee emplean mmcho tiempo antes de que pueda
darge un resultado definitivo.

Actuzlmente se han desarrollado técnicas rﬁpid;a de identificacién, al
Mas de ellae se utilizan como pruebas nresuntivas, teniendo una corrg
lacidn aceptable con los procedimientos de referencia.

Los métodoc utilizados para el andlisis directo o a partir las muestras
olfnicae, detectan antigenos solubles o de superficie de las bacterias
o productes de su netabolismo,

;Las técnicas inmunolégicas que se han aplicade son la inmunofluorescen—
cla, el ens’ayo inmunoenzimitico y la contrainmunoelectroforesis.

La cromatografia gas-1iguido, principalmentc, ®e ha empleado para la de
toccifn Qe £cidos grasos voldtilec’y no voldtiles producitos por loe '
anaerobios,.

Loe datos fuc se obtienen al analizar directamente una muestira clinica,
Bon dtiles sobre todo en los casos en que no pueden recuperarce las bece
terias en cultivo debido a que ya se ha comenzado le antibioticoterapia
. @ bien por una coleccién y transporte deficienies de la ruestra.
Algunze de estas técnicas ripidas solo dan informacidén acerca de la prew
sencia de anaerobios; en cambio, otrae llegan a lz identificacifn a ni-

vel de género o especie, con lo cual se puede instelar el tratamiento
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adecuado. Lo anterior es importante debido a que generalmente los anaero-
biog estdn presentes en infecciones mixtas y un retraso en el tratamiento
del componente anaerdbico incrementa las posibvilidades de riesgo.

£in embargo, hacta no disponer de un método 100% especifico, se recomien-
dz no orescindir del aislamiento e identificacién definitiva por redios
ronvenc ionalen, La identificacién a nivel de especie er importante para
conoser la nuerta de cntraéa de la infecoidn y el pronéstico asociado a
écta,

El objetivo del presente trabajo es rgvisar los métodos de identifina~ién
répida para la deteccién de bacterias anaerobiass directamente en mues-

tras clinicas y su aplicabilidad en el diagnéstico rdpido de lac enfer=~

medades causadas por ellae,



I GENERALIDADES

Antecedentes

En 1580, Leeuwenhoek comunicé a Thomae Gale la observacidn de que cier
tos microorganismos podfan existir en =susencia de aire. Sin embargo,
Be atribuye a Pasteur el descubrimiento de los anaerobios cuando obser
vé que la fermentaciSén tmt{rica ocurrfa en ausencin de oxigeno. ’
Dos desarrollos de importanzia médica eiguieron al deccubrimiento de
Facteur: Lioter revolucioné la cirugfa al introducir métodos antisépti
¢os y por otro lado, se aprecid el potencial patogénico de ecios micrg
organismos ouando en 1897, Veillon y Zuber aislaron bdacterias anaero-
biac de pacientes con supuracién fétida. (143)

Pa.ra,_»fines del siglo XIX, ee habfan descubierto la mayor parte de ecpe
cies de ’Jloetridiﬁm ¥ algunos de los anaercbios no formadorer de espo-—

rag, incluyendo a Bacteroides y Fusobacterium.

Durante lée dos guerrae rundiales, se estudié de manera especial al gé
nero Clostridium por la alta frecuencia de enfermedades asociadas, que
surgieron en esa época y que se consideran de origen exSzeno general-
mente,

A partir de los afios sessnta se puso &nfasis en el estudic de loe anae
robios Ao esporulados, lo que ha llevado a revolucionar 1os criterios
establecidos reconociendd la importancia de las enfermedades caucadac
por sstos microorganismos, que son de qrigen endégeno orincipalmente,
(236)

Las enfermedades producidae po; bacterias anaerobiae son bastante comu
nee y pueden comprometer virtumlmente oualquier érgano del cuerpo si

las condiciones son adecuadas; sin embargo, han sido las mds frecuente



Incidencia (%)

Bacteremifessesscosccocarccssssccasssaccnseasscssreell
AbBceso cerebralesiececssccosssasssssssasncssnsssnansedd
Empiema subdural ¢ extraduralececccceccceccrscersssccsell
Sinusitis crénicAccececccscasssssscscssccssssssessnedh?
Otitic media CréniClcescevosssssccssssscscsscssceseehb
Infeccidn postquirirgica en cabesa Yy cuellosescsssse95
Infecoiones orofaciales de origen dentalececoscecsceed4d
Infecciones por mordeduras de animales o humanas....47
Prneumonia 1por aspiracibnececcscssccccecscseccrosncesdl
AbECES0 PULMONATecsesscocsssrerscrsersorsccovecesarnedd
BronquiectasiBicessassssossssescscsansonsssscscssenelbd
Empiema no qUirirgiCOcsesceassresssserersorossccasce el
Infeccién intraabdominal postquirirgicBecsssccscseesdl
Infeccién en heridae después de cirugia abdominal...45
Apendicitis con peritonitiSicce.ccsoscsacevensessssedb
AbsceBo hephtioOeeccccrosssesacssesessasnceccennsnes
Tracto biliaTesesescessanassscccsscsccnccsrressccsosdl
AbBCeB0 PElViOO.sessesseccsssssesscoscoossscsssssenedl
Absceso VUlvovagingleseecesasorcoccsvcovccerscrncensld
Aborto 86pticoeecscccisonsssocosescsssenesssarnosseell
Enfermedad pélvica inflamatori®..cecececccccerescsese2d
Coelulitis crepitantescecccecccscecccccoassscccccccse?h
Ple diab€ti00..veecccsevassseccarssasssccrosconcsseelh
Abscesos en tejidos blandoBssessssssessossesscscsaceO
Abscenos CuthneoSeesceesorarassssscsccscessnsscssensdl
00teon el 1418 0iicansencasscnsarncsssssascscsescssnchd

Ulcera del decdbito con m“remilnotooonooooon0000063

-

Tabla 1. Incidencia de anaerobios en infecciones

Tomado de Citron, D.M., MPinegold, S.K. and Sutter, V.L.,
"WADSWORTH ANAEROBIC BACTERICLOGY MANUAL" 3rd edition

St. Louis C.V. Kosby 1980 (31)




mente pasadae por alto. (Tabla 1)

Lo anterior puede explicarse si se tiene en ocuenta que loe procedimiepn
toes para aislar ¢ identifioar a los microorganismcs anserobios coneu-
men gran cantidad de tiempo y son difficiles de llevar a oabo. Otra di-
ficultad reside en que generalmente ese trata de infecciones mixtas, de
las que pueden aislarse incluso haste eeis u ocho microorganismos. En
este caso, los anasrobios pueden pasar desapercibidos, a no ser que la
observacifn directa del espécimen se haga como oontrol de las téonicas
de aislamiento.

En los dltimoe afios, ha habido un mayor reconocimiento de las infeccig
nes endégenas. Existen dos explicaciones probables: una es el désarro-
llo y lilblificaoidn de las téonicas de ladoratorio y otra es que ac—
tualmente existe una mayor proporcién de pacientes que reciben drogas
innnonpruoras.. ¥ que tienen por lo tanto oomprometida su resisten-
oia a la infeccién, (49)

En un estudio realizado en ldultos., que adarcd catorce afios, me encon-
tré que el 58% de oultivos positivos a partir de musstras clinicas oon
tenian anserobios. Las bacterias del género Bacteroides fuercn las mfs
cominmente aicladass el 70% de los cultivos positivos para anaerobios
¥ o1 42% del total de anaerobios aislados utilizando t‘qnmu oonvencio
nales de identificacién. (73)

Los ooqos Gram positivos siguieron en frecuencia y se encontraron en
el 665 de los cultivos representando el 40% del total de microorganis-
mos aislados, El siguiente grupo prevalente fué el de los bacilos Gram
positivos no esporulados, dentro de los cuales Propionibacterium suele

ser contaminante. En otro grupo, Closiridiums representa del 5 al 10%

de loa aislamientos y los cocos Gram negativos, el 2%. (73)
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En nifios, pe encontré que en el 2,9 de los oultivos positivos de di-
vereas fuentes habia anaerobios, lo que se explica porque en los nifios
no se encuentran generalmente las condiciones que predieponen & ecte
tipo de enfermedades. (215)

Aparte de la frecuencia con que pueden ocurrir estas enfermedades, son
importantes porque pueden ser fulminantes y destructivas. Su curso es
generalmente prolongado y existe mortalidad significativa en algunas
de estas condiciones., Ooasionalmente se presentan infecciones recurren
tes.

Un buen tratamiento depende de un diagnéstico temprano y adecuado, ya
que la susceptibilidad de estas bacterias a los antibiSticos es carac-
teristioa, Sin embargo, debe enfatizarse la importancia de la rempéién
de tejido necrético y drenaje de los abscesos. Existen ovidencias de
que la omisién o fracaso en el tratamiento del componente anaerébico

" en una infeccién mixta, estd asociado a un alto fndice de mortalidad,
Una elecoidén inapropiada del tratamiento antibiético en la bacteremia
debida a J. fragilim estd asociada a uﬁ Gbﬁ de mortalidad, mientras
que una terapia apropiada reduce la probabilidad de muerte a un 15%.
(211)

La mayor{a de los anaerobios patSgenos son susceptidles a las penici-
linas y cefalosporinas siendo la excepcién B. fragilis. Agentes como
clindamicina, cloramfenicol, cefoxitina y los nitroimidazoles tienen
un amplio espectro de actividad contra las bacterias anaerobias inclu
Jendo a B. fragilis. La vancomioina y 1a bencilpenicilina son las dro-

gas de elecocién en el tratamiento de las enfermedades por Clostridium.

(161,197,211)



Es importante realizar pruebac de susceptibilidad de los microorganis—
mos airlados frente a log antibibticos, ya gue han emerpido cepas de

Bacteroider, Clostridium y cocoe anaerobior resistentes a las tetraci-

€linas, penicilinae, clindamicina y otros antibiéticoe, (26,188)
Varios estudios han moetrado que el 57 al 97% de lac cépas de B. fre-
gilis poceen enzimas agcciadas a la membrana, con actividad de/a—lacta_
maga. Bajo ciertas condiciones, algunas cepas producen}-lactnmasa ex~
tracelular, Estas enzimae son primariamente agtivsa frente a las cefa~
loeporinas y solo moderadamente frente a la penicilina, Asimismo, se
han descrito en B, fragilis enzimae que ipactivan a las ureidopenicilg
nas y a la cefoxitina. (210)

Los mecaniamos de transmisidn de la resistencia se han documentado en
algunos casoe, Se ha descrito una transferencia inter e intragenéric;»
por oonjugaciér'x ¥y transformacién; también se han identificado pldsmi-
dos en los anaerobios y se ha reportado una transferencia por conjuga-
cibn. (194)

Los mecanismos bioquimicos de resistencia a antibiéticos son similares
2 los deecritos para aerobios, a,{mque existen algunas diferenciaz en
el transporte de drogac y acciones inhibitorias. (10) Loa anaerobios
son recistentee a los aminoglucésidos porgque no poseen el nigtema oxi~
dativo de transporte necesario para que las drogae penetren en la célu-
la. La resistencia a la cefoxitina se realiza también blogqueando su
penetracién en el espacio peripldsmico. La resistencia al cloramfenicol

se debe a una cloramfenicol-acetil transferasa o por nitro~-reduccién,

{z10)



Hicroorganiemoa anaerobios

Definicién

Un mioroorganismo anaerobio se define de la manera mds simple, como
aquél que requiere una tensién de oxIgeno reducida y que no puede desa
rrollarse en una atmSsfera de 10% de biSxido de carbono en aire, es de
¢ir una atmésfera en la que puede encontrarse un 18% de oxfgeno. Exis-
ten grados variables de tolerancia al oxigeno y perSxidos, como tam-
bién limites variables de potencial de &xido-reduccién que permiten el
desarrollo de microorganismos anaerobios, (50)

Existe bastante confusidén en la literatura en el acspecto de taxonomia
¥ terminologfa para muchos de los anaerobios, esto es partiocularmente
cierto entre los bacilos no formadores de esporas.

Ha contribuido a lo anterior la dificultad de aislar algunas especies
en cultivo puro, ya que crecen en asociacién con otros anaerobios o
facul tativos que los proveen de factores de crecimiento o condiciones
ambientales favorables. |
El drea de‘ mayor dificultad estd en los cocos microaerofflicos y es=
treptococos anaerobios, que pueden aparecer como cocos facultativos,
¥a que se ha visto que algunos cocos anaerobios pueden llegér a clasi-
ficarse en grupos de Lancefield pues algunoe ¢comparten un antigeno co-

min., (49)

Anaerobios como flora normal

Los anaerobios prevaiecen dentro de la flora normal del cuerpo humano.

Son numerosos en la superficie de las membranas mucosas, los sitios en



los que se encueniran en mayor nimero ton la piel, la cavidad oral,

el tracto gastrointestinal y el tracto genitourinario femenino. (Pabla
2)

Lae concentraciones de anzerobios en saliva son de 108- 107 ufc/ml,
sobrepasando a las bacterias aerobias en 10:13 en la superficie de los

10 _ 30! ufe/ml con una predo-

dientes, las concentracionee eon de 10
minancia de anserobios. En los pliegues gingivales pueden encontrarse
101l 1012 ufc/ml, sobrepasando a los aerobioc en 3000:1,(46)

En 1a oavidad oral encontramos las siguientes especies: Bacterocides me-
lanino nicus, Veillonella epp, Fusobacterium nucleatum y cocos ahaerg
bios, variando eu distribtucién en las disiintas superficies orales.

Presente en pequefias cantidades estdn Lactobacillus, Actinomyces, Pro-

pionibacterium, Leptotrichia buccalis, Arachnia, Bifidobacterium,

Bubacterium y Treponema. (208)

En el intestino delgado prevalecen los microorganismos facultetives,
en el fleon terminal encontramos un mimeroc casi igual de aerobios y
anaerobios siendo Bacteroides y Bifidobacterium los géneros que predo-

2 .10

rminan. Las concentraciones bactéfianae en ectz2 zona son de 10
nfc/ml, sobrepasando los anaerobios a los asrobios en una proporcién
1,00011,

Los géneros presentes en el intestino grueso son Bacteroides, cocos

anaerobios, Bubacterium, Clostridium, Bifidobacterium, Fusobacterium,

Lactobacillus. Se encuentran en general, de 160 a 300 especies diferen
tes, dentro de los cuales B, fragilis es la predominante, (173)

Bn el tracto genital femenino se encuentran especiec de Peptococcus,



Boca y tracto Intestino Intestino Tracto
respiratorio delgado grueso genito~-
superior urinario
femenino
Peptostreptocoocus .
Peptococcus ++ + ++ ++
Veillonella L T S R T +
Actinomyces
Arachnia +
Bifidobaoterium + e +
Eubacterium + ) e . . +
Lactobacillus + : A + +
Propionibacterium +
Clostridium + +
Bacteroides fragilis *+
. Bacteroides spp ++ ++ +
Pusobacterium ++ + +
Espiroquetas + + +

Tabla 2 Microflora anaerdébica normal

Evaldson, G., Heimdahl, A., Kager, L. and Hord, C E.
"The normal human anaerob:.c microflora"

Scand. J. Infect. Dis. 35:9-35 (1982) (46)




Bacteroides, Lactobacillus, Eubacterium y Peptosireptocoscus; los anaerg

bics sobrepasan a los aerobios en 1031, La composicién de la microflora
esté influenciada por cambios en teneidn de oxfgeno y pH, as{ como alte=
raciones hormonales. (46,137)

El papel de los anaerobios come flora normz) en la figiologia no se co-
noce con exactitud. Se sabe, sin embargo, qus B, fragilis junto con E.
coli producen vitamina K, lo que es importante para el huésped en algu-
nas condiciones. Lz deconjugacién de sales biliares es llevada a cabo
por B, fragilis, especies de Pusobacterium, Bifidobacterium y S. faece-
lie, {1867) En 1a deshidroxilacién participan baciles anaerobios Gram

positivos y ciertas cepas de B. fragilis, Veillonella ¥y alzunos aero-

bios. La accidén de las bacterias gobre los dcidos biliares es inmportan-
te para su conservacién mediante la circulacién enteropdtica. (16)
Conocer la flora anacrébica normal es itil, ya que la mayoria de las
infecciones por estos microorganismos aparecen préximas a las mucosas
donde residen y as{ puede predecirse cudles serdn los microorganismos
involucrados en determinada infeccidn, si los microorganismos aislados

en cultivo son significativos o no, as{ como tanbién conocerse la pueyr

ta de entrada de la infeccién,

Patogénesig

Bajo condiciones normales, loc anaerobios se comportan como ccmensales
inofensivos, pero cuando ee introducen en los tejidos adyacentes del

huéeped, expresan su potencial patogénico basado en factores de viru-
lencia incllividuales, qué no son oompai'tidos 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 clinicas. (143)

Los anaerobios son invasores secunderios que se diseminan a partir de
la flora normal mds allé de los limites naturales de ésta; la flora
infectante es compleja y refleja lae bacterias preventes en las super
fioies mucoeas adyacentes.

Entre las condiciones subyacentes que predisponen a este tipo de en-
fermedades estd un aporte vascular comprometido y la destruccién tisu-
lar, que contribuyen a un ambiente depletado en oxigeno, con un bajo
potencial de éxido-reduccién favoreciéndose ei crecimiento de los
anaerobios. Por lo tanto, predisponen a la infeccién, la enfermedad
vascular, inyeccidén de epinefrina, frio, choque, edema, trauma, ciru-
gfa, cuerpos extrafios, nrocesos malignos, infeccién primaria por bacte
riés aerobias o facultativas, tratamiento antimicrobiano previo con un
agente hacia ol cual los anaerobios son resistentes, radiaciones, dro-

gas citotéxicas y oorticosteroides. (49,143)

Pactores de virulencia

La capacidad de tolerar pequefias cantidades de oxfgeno se ha sugerido
como un p}e-requisito para la virulencia de los anaerobios, y estd re-
lacionada a la actividad de la superSxido dismutasa {29); esto les per
mite sobrevivir en tejidos oxigenados hasta que se establecen condicip
nes reductoras, Esta capacidad puede relacionarse en otras muchas espe
cies, a la presencia de catalasa. (233)

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

por angerobios es el potencial redox nmormal (4120 m.v.) Al bajar éste,
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la multiplicacién de los anaerobios se aumenta en los tejidos, incluse
en aquéllos expuestos al aire como son el pulmén y los dientes, (189)
El pape) de lan enzimas como factores de virulencia en los 2naerobios
no esti completamente‘ definido, ya que son generalmente infecciones po
limicrobianas, e involucran interacciones sinérgicae. Las caracteristi
cas de muchas de las infecciones debidas a estos microoréanismos, como
invasién de tejidos con inflamacién, necrosis yllmpuracitsn, sugieren
la participacién de enzimae hidrolfticas. |

In vitro, los anaerobios producen varias enzimas como las proteasas,

que son comunes en B. melaninogeniocus y las mucopolisacaridasas, que

son prevalentes en B, fragilis, Sin embargo, B, fragilis sps fragilis

no produce estas enzimas, por lo que la cdpsula gue presenta parece
ser el factor de virulencia primario. (16,189)

En infecciones primarias, la produccidén de ool.agemca aumente la viru-
lencia de B. melaninogenicus; ademds el amoniaco producido por este i
croorganismo causa la lisis de las células epiteliales en la mucosa.

(1¢)

En el género Baoteroides se ha demostrado la presencia de enzimas ta-

les como fibrinolisina, lisozima, desoxirribonucleasa, fosfatasa, pro-
teasae y lipasas {189) y otras asociadas a la membrama como Bwlactama-
sa y superdxido dismutaea, (143)

En B. fragilis se ha demostrado ademis la presencia de hialuronidasa
¥ condroitin culfatasa.{189)

Algunae especies de Bacteroides producen fosfatass, ribo y desoxirribg
nmucleasa, 1o que puede aumentar su invasividad. La fosfolipasa 4 de B.

melaninogenicys causd dafios en la membrana celular., Dos de los facto—
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res de virulencia en Fusobacterium necrophorum son la leucooidina y la

hemolisina. .(16)

Las toxinas del género Clostridium son responsables de su virulencia:
la alfa-toxina de C. perfringens es una potente lecitinasa, que es he-
mol{tica y necrosante; la hemolisina de C. causa lisis de las

plaguetas. Algunas especies de Clostridium ademds, muestran actividad

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

La elaboracién de heparinasa por Bacteroides y la aceleracidn de la

Acoaguls.cidn por Bacteroides y Fusobacterium debida a una activacién
del factor de Hageman por el lipopolisacdrido de la membrana, se ha
demostrado experimentalmente y se asocia a 1la tromboflebitis que se
presenta en algunas enfermedades produc:.das por miembros de la familia

Bacteroidaceae, (17)

Mecaniasmos sinérgicos

Generalmente las infeociones por anaerobios son mixtas y pueden estar
involucradas especies que varian en sensibilidad- al oxfgeno. Los meca-
nismos einérgicos son varios, entre ellos estd la produccién de un fag
tor de crecimiento por una de las especies, qu.e promueve el desarrollo
de la otra.

Se ha sugerido que la tencién de oxigeno necesaria para el crecimiento
anaerébico se mantiene, en una infeccién mixta, por la presencia de co-
liformes, La formacién efectiva de un absceso requiere la presencia de
una especie facultativa y una anaerobiaj se ha demostrado que las ce-

pas encapsuladas de B, fragilis promueven la formacién de abscesos,
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mientras que las no capsuladas nececitan la presencia de un microorga-
nismo aerobio o facultativo para producir los abscesoc. (87) Las cepac
encapruladas son recistentes a la destruccién mediada por neutréfilos,
comparadae con las cepas no capsuladas. La investipacién de estos meca
niémoe se ha facilitado por el desarrollo de modelos animalcs; los re-
sultados de estos estudios implican la sinergia que ocurre entre aero-
bios y anmerobios y enfatizan la importancia del papel de los anaero-

bios en la formacién de abacesos. (23)

Alteracifn de las defensas del huésped

El ambiente de un absceso anaerébico altera las defensac inmunolébgicas
normales e inactiva los agentes antimicrobianos. La anaerobiosis tiene
un efoéto deletéx:eo sobre la funcidn de los antibidticos aminoglucédei~
dos, que requieren transporte dependiente de origeno a travée de la pa-
red bacteriana. Un pH bajo, y la presencia de>cationes divalentes y dci~
dos orgénicos de cadena corta en la cavidad del absceso reducen la acti-
vidad de los agentes antimicrobianos. (143)

La cdpsula de ciertas especies de Bacteroides interfiere con la fagoci-~

tosie de pol’imorfonucleares_ J el anticuerpo dirigido contra este cdpsu-
la, parcialmente contribuye a que esta propiedad virulenta no ejerza to
do su efecto. (87,166)

La preeencia de Bacteroides puede inhibir también la fagocitosis y
‘deatruccién de bacterias Gram negativas aerobias compitiendo por opso~
ninas o haciendo decrecer la degtruccidn intracelular. (15)

La aotividad bactericida de los polimorfonucleares en contra de los

- -—

izzerobios parece proceder primariamente a través de mecanisnos depen-
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dientes de oxigeno., Por otro lado, algunos antibidticos penetran en
los polimorfonucleares y el tratamiento previo contra B, fragilis con
niveles por debajo de la concentracién minima inhibitoria, facilita

la fagocitosis de estos microorganismos por polimorfonucleares. (91)

K

Incidencia de las infecciones anaerébicas

Loe enaerobios se dividen en grupos amplios en base a cu capacidad de
formar esporas & a la morfologia caracteristica en tincibn de Gram.

En general, los dos grupos mis comunes de bacterias anaerobias en espe
cfmenes clinicos son los bacilos Gram negativos y los cocos Gram posi-
tivos. ¥l ciguiente grupo en frecuencia es el de los bacilos Grem posi
tivos y por iiltimo los cocos Gram negativos que se aislan con muy poca
frecuencia y generalmente en cultivo mixto,

5610 una especie de Bifidobacterium, B. ericksonii, se considera paté-
genaj se ha aislado primariamente de 1nfeccio£ea pulmonares., Los lacto
bacilos anaerobios con excepcién dq L. catenaforme son no patégenos.
La mayorfa de las especies de Bubacterium son benignaé; estas bacterias
invariablemente se aislan como flora mixta. Propionibacterium no se
considera patégeno en general, aunque se puede asociar a infeccioﬁes
en prétesis o endocarditis en vialvulas previamente dafiadas. Los cocos
anaercblos Gram negativos no parecen tener gran importancia en las in-
fecoiones clinicas y se les considera oportunistas. Las bacterias anae

robias mis frecuentemente aisladas a partir de muestras clinicas se

miestiran en la tabla 3,
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Bacteroides

Es un grupo heterogéneo de bacilos Gram negativos no esporulados, que
presentan gran pleomorfismo. Son anaerobios moderados que crecen en
tensiones de oxfgeno m&ximas de 3%.

De las 22 especies reconocidas, solo unas pocas se consideran patdge~
nas para el hombres B. fragilis, B. melaninogenicus y B. gorrodens.
Otras eapecies se han aislado a partir de muestras clinicas, pero
siempre en conjuncién con otroc anaerobios o facultativos,

Las enfermedades graves més comunes causadas por anaerobios se deben a
miembros de la familia Bacteroidaceae, especialmente B, fragilie; este
microorganismo se ve implicado en la mayor parte de las lesiones gupu~
ratj.vas de casi todas las partes del cuerpo humano y es la bacteria
anaerobia mds frecuentemente aislada en cultivo purb. También puede eg
tar presente en infecciones mixtas con otros anaerobios o facultati-~
vos. (173)

Las infecciones en lat que se ha involucrado a &‘melminogenicus, son
generalmente mixtas, tal vez porgque otros microorganismos deben satig-
facer su necesidad de vitamina K.

B. fragilis se afela en dos tercios de las infecciones iﬁtraabdomina—
les, B. fragilis y B, melaninogenicus se aislan del 25% de las infec-
ciones del tracto genitasl femenino y del 25% de 1as infecciones pleurg
pulmonares. Del 5 al 10% de las bacteremias eon causedas por 3. fragi-
lis. {20)

B, corrodens me ha involucrado en infecciones orales y del tracto res-

piratorio superior. Una proporecién substancisl de las infecciones por



Decilos Gram negativos:

B, fragilis

B. melaninogenicus
‘e nucleatum
necroghorum

Fo varium

¥, mortlferum

17

=

by ks by

Cocos Gram positivos:
P. magnus

P. asaccharolyticus
P. prevottii

P. anaerobius

P. intermedins .
micros

71

Bacilos Gram positivos esporuladost

(2}

<. Derfringens

ramosum
septicum
novyi
higtol;
Sporogenss
sordelldii

G55 GG

Bacilos Gram positivoe esporulados:

Bifidobacterium ericksonii

Eubacterium lentum

E. limosum
E. alactol

Kotinomyces ggg
Xrachnia epp

Tabla 3 Bacierias anaerobias mids frecuentemente aisladas

& partir de muestras clinicas., Finegold, S.M.
"ANAEROBIC BACTENIA IN HUMAN DISEASE" Academic
Press, Inc, N. York, 1977 (49)
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Bactercides se asocia & cirugfaj el uso de antibidticos hacia los cua-
les este género es resisotente predispone a la infesoién.

La mortalidad y morbilided es significativa en las infecciones por
Bacteroides. La profilaxis requiere¢ evitar las condiciones que reducen
el potencial redox y la introduccidén de la flora normal en heridae, ca
vidades cerradas y otros sitios normalmenie estériles. La terapia anti
microbiana profildctica puede ser de valor en cirugia que involucre el

colon y el tracto genitourinario femenino.

Musobacterium

La mayoria son bacilos fusiformes, que presentan pleomorfismo y pueden
aparecer en formas cocobacilares. Son Gram negativos y anaerobios obli
gados, Aungque no requieren un potencial de éxido-reduccién exiremada~
menfe bajo, algunos son muy sensibles a los perdxidos, (49)
Pusobacterium es parte de la flora normel de la boca, intestino y trag
to urogenital. Las especies de Fygobacterium que colonizan la boca y
garganta ‘fx‘ocnentemente prodncen. infeccién en estas zonas y en las ad-
Yacentes como son cabeza, ojos, ;'xidos. mastoides y sinusoides, disemi-
ndndose y causando meningitis ¢ infecciones pleurcpulmonares. Cuando
coloniza el tracto gastrointestinal, especialmente Py necrophorum y Fp
varium pueden csusar infecciones intraabdominales, perineales y mepti-
teria, Representa el 3% de los anaerobios recuperadog de muestras clfi-
nicae y es el tercer microorganismo que se afsla a partir de infeccio-
nes intraabdominales, después de Bacteroides vy Pentostreptococcus. Re~
presenta el 20% de las bacterias aisladas en infecciones pélvicas se—

ries y el 18% de las infecciones pleuropulmonaree, (20)
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Es un componente de la infeccién fuscespirogquetal sinergistica conooi-
da como Angina de Vincent. El mecanismo de simbiosis con las espirogque

tag no se conoce, pero se sabe que generalmente inducen lesionas necrd

ticas,

Las cepas hemoliticas se afslan con mis frecuencia que las no hemolfit}
cas a partir de infecciones., Se obeervan reacciones purulentas en el
tejido cuando Fusobacterium se aisla en cultivo puro o en asociacién
con otras bacterias, en infecciones tales como abscesos periapicales,

dentzles, cerebrales y en mastoiditis,

Cocos Gram positivos

Los cocos Gram positivos anaerobios son un grupos controversial y diff
cil. Su patogenicidad es apoyada por algunos autores y negada por °
.otros, ’

La clasificacién de estas bacterias es confusa, pues algunas cepas
8on aeroiolerantes y entonces se¢ consideran microaerofilicas. Pueden
presentar pleomorfismo, algunas cepas tienen Gram variable, por lo

que los diferentes géneros no pueden ser diferenciados entre si por
su morfologfa.

Los géneros que se inocluyen en esta clasificacién son Pegtocéccue s
Peptostraptococcus, que son parte de la flora normal de la cavidad
oral, iracto gastrointestinal, sistema genitourinario y piel. (49)

Ko Be sabe mucho de los mecanismos de patogenicidad de esie grupos

8e ha mencionado la capacidad hemolitica de algunas especies y la pro-

duceidén de amonfaco, que causa inflamacién. La evidencia de la patoge-

cidad de estas bacterias proviene de reportes de cultivos puros a par—
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tir de diversas infecciones; sin embarpgo, es mis comin encontrarlos
apocindos con otrom aeronioe o facultativos. (27)

Alrededor de un terczio de lac infecciones intraabdominales tienen una
flora mixta en que los cocos anaerobios se encuentran junto con Bacte—

roides o Clostridium o ambos., Los cocos anaerobios y Clostridium eon

los microorganismos aisladec mds frecuentemente a partir de infeccio-
nes del tracto bil iar.

En el aborto séptico y en la endometrities postvartum los dos grupos
de bacterias mis cominmente aiclados son Bacteroides y cocos anaero-
bios. (73)

Se ha reportado que un 89% de ios casos de absceso cerebral se deben

a cocos anaerobios, siendo predominante el género Peptostreptococcus;

especies de este gé€nero son las bacterias mds cominmente aisladas en

la sinusitis crénica.

2. asaccharolyticus se encuentra en el 10% de las infecciones huranas

¥ P, anaerobius en el 9%, P. prevotii y P. magnus se encuentran en el
4% de 1as infecciones,

Los cocos'anaerobioe se encuentran en el 1% de loe hemocultivos; el
foco de infeccién en las bacteremias son usualmente infecciones de te-
jidos dlandos, orofaringe, tracto gastrointestinal, higado y tracto ge-

nitourinario femenino. (20,73)
Clostridium

Son bacilos Gram positivos, formadores de esporas, anaerobios oblige-—

dos, méviles, a excepcibn de Z. perfringens, Algunas especies son
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aerotolerantes. Son bioquimicamente activos y pueden ser eacaroliticos

coro (. perfringens, C. septicum, C. ogedematiens, C. fallax y proteoli

ticos como C. sporogenes, C. histolyticum y C. botulinum,
Algzunas especies son saproffticas, otras existen como comensales en el
intestino y otros son patégenos causando serias enfermedades como es

el tétanos (C. tetani), la gangrené'gaseosa (C. perfringens, C. oedema-

tiens, C. septicum) y el botulismo (QL botulinum). (92)

C. perfrinzens causa también gastroenteritis, y enteritis necrosante,
que puede ser fatal. Algunas especies de Clostridium se han involucra-
do en la colitis asociada a antibioticoterapia. Parece ser que Clostri-
dium puede crecer y producir su toxina cuando las condiciones son fa-
vorables y en ausencia de flora normal. (55)

C. perfringens se divide en cinco tipos serolégicos, de la A a la E,
dependiendo de la proporcidén de exotoxinas o antfgenos solubles produ-
cidos, de los cuales se han descrito doce diferentes. (35)

Estas toxinas presentdn diversas actividades enzimiticas como colage-
naga, gelatinasa, caseinasa, hialuronidasa, deoxirribonucleasa, neura-
minidasa y fibrinolisina y en general se demuestran por su accién hemgo
l1itica sobre eritrocitos de carnero o por sus efectos necréticos y le-
tales en animales de experimentacidn. (49)

El tipo C se asocia a 1a 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 C. tetani se deriva de su neurotoxina, que en un
Principio causa espasmos de los misculos locales periféricos; mis tar-

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

C., botulinum incluye miete tipos toxicolégicos, de la A a la G, que

prodﬁcen neurotoxinas antipénicamente distintas. Loe tipos 4, By E y
F causan botulismo en el hombre. (42) En nifice es causa de muerte si-
bita por el&boraci6n de la toxina en el intestino. (3)

C. novyi, al que también se le conoce como C. cedematiens y C. haemo-
lyticum se divide en cuatro tipos serolégicos: A, B, C y D, Esta espe
cie produce ocho diferentes toxinas., Estd ampliamente distribuido y
representa un mimero considerable de los casas de gangrena gaseosa.
(20)

Ca histolyticum ce asocia a otros anaerobios en la gangrena gaseosa.
C. septicum, al que también se le denomina C, chauvoei, es una espe-
cie patdgena, asociada a gangrena gaseosa.

En infecciones ‘mixtac, C. sporogenes incrementa la virulencia de las'
especies patbgenae como G, perfringens y C. Bepticum y puede clasifi-

carse como una cepa no toxigénica de C. botulinum. (40) ;

Veillonella b

Son cocos ‘Gram negativos, anaerobios obligados, gue forman parte de

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

Ko estdn considerados como patégence, pues no se han aislado en cul-
tivo puro a partir de infecciones; sin embargo exhiben algunac propie—
dades patogénicas por lo que se les considrra oportunistas,

Se reconocen dos especies dentro del género: V. parvula y V. alcalec-

gens, que se han encontrado en bacteremias transitorias gue siguen a
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una extraccién dental, sinusitis, abscecos tonsilares, otitis media,
mastoiditis y ‘abscesos cerebrales. Se encuentran en infecciones mix-
tas intraabdominales, genitourinariac.y del tracto respiratorio, ade-
m4s se ha encontrado en bilis. Algunas cepas dehidroxilan 4dcidos bi-

liares, (29,73)

Clasificacidén seroldgica

Baocteroides

Eggert y Cagnon (1933) fueron los primeros en estudiar a B. fragilis
con la téonica de aglutinacidén, concluyendo que una clasificacién se-
roldgica seria dudosa, ya que los sueros eran especificos de cepa. La
limitacién mds grande en sus estudios fué el usc de sBueres no adsorbi-
dos. (103)

Lambe en 1976 establecid un esquema de clasificacién serolégica de

B. fragilis sps fragilis y encontrd 21 serogrupos dentro de esta esne~
cie. (100,103)

Estudios de inmnodifusién y aglutinacién han mostrado también que
dentro del grupo B. fragilis existen diversos serotipos. (1,2)

Los antigenos mejor estudiados son los lipopolisacdridos de la pared
celular de B. fragilis y B. melaninogenicus, que rmestran especifici-
dad serolégica en forma aniloga a los antigenos somfticos de la fami-
lia Enterobacteriaceae. (20,65,122)

Los lipopolicaciridos de la vared celular son complejos de alto peso
molecular, compuestos de polisacdridos, lipidos y pequefias cantidades

de sroteina. (99,129) Los determinantes antigénices estdn presentes
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en la parte polisacdrida de la molécula. (69) Cade cena de B, frazilis
Comparte varios antigenos O con otras cepas de la misma eepecie y oca-
Bionalmente con otras espeéies de Bacteroides. (67,69)

Los lipopolisacdridos de B, fragilis y B. melaninogenicus no poseen
los azdcares heptosa y 2~-ceto-3-deoxioctanato y Iel 4cido B~-hidroximi-
ristico que estén presentes en la mayor parte de las endotoxinas bacte
rianas. En consecuencia, no presenta la actividad biolégica cldsica de
una endotoxina; la reaccién de Shwartzman ee negativa en conejos a do-
sis mayores de 1 mg, comparados con una prueba positiva al administrar
12.5,]3 de la endotoxina de 8. typhi. La prueba de letalidad en embrio
nes de pollo y la gelificacidén del lisado de Limulue ocurrieron en do-
sis significativamente mis altas que con la endotoxina de S, typhi,
(82,131,132) |

Lo anterior tiene relacién con une baja incidencia de coagulacién in-
travascula.r diseminada con sepsis debida a miembros del grupc Bacte-
roides. (82)

B, f':g'il is spe fragilis presenta un antigeno capsular especifico de
gTrupo, con un peso molecular de 800,000' y compuesto de hexosa, hexosa-
mina, metil pentosa y 4oido sidlico. (83)

La especis B, melaninogenicus sps asaccharblzticus presenta también
un polisacdrido capsular demostrade por microscopia electrdnica con
rojo de rutenio y antiocuerpos marcados con ferritina; este antigeno
nostrd ser especifico de aubenpecie por inmunofluorescencia indirecta.
(132)

La presencia de un lipopolisacirido relativamente no activo y un anti-

g£eno capsular, explica en parte que este microorganismoc raras vecee
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produce bacteremia y choque sépticoj sin embargo, se le asocia frecuen
temente ocon la formacién de abscesos, (132)

Existen diferencias en la composicién quimica del polisacdrido capsu~
lar entre las cepas de B, fragilis, pero no en el lipopolisacirido,
Otras nspecies de Bacteroides poseen un material capsular, sin embargo
Ao promueven la formacién de abscesoce. (86,1é2)

La membrana exterior de B. m contiene un antigeno proteico ter-
moldbil que se muestra en reacciones de precipitacidn y es aparentemen
te especifico de grupo. (20) Otroe reportes indican que este antigeno
termol4bil puede producir reacciones cruzadas oon algunas especies de
Bagteroides estrechamente relacionadas. (105,196)

La protefna termoldbil y el lipopolisacdrido termoestable proporcio-
nan una base para la clasificacién seroldégica de B. fragilis; los di-
ferentes serotipos se definen por grupos antigéniocos individusles o

combinaciones de ellos. (105,196)

Fusobacterium

Araujo y cols (1963) utilizando la técnica de inhibicién de la hemaglu
tinacién encontraron un alto grado de especificidad serolgica en los
lipopol iacdridos aislados de 21 cepas.de F. mucleatum, (37) Estos re-
sultados fueron corroborades por Kristoffersen y cols, y mds tarde por
Hofatad y cols, quienes detectaron cuatro especificidades serolégicas
en lipopolisacdridos aislados cie cuatro cepas de F, nucleatum. (72,94)
Los lipopolisacdridos de Fusobacterium son complejos de polisaciridos

¥ l4ipidos conteniendo fésforo y cantidades variables de polipéptidos
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en una pequefia proporoién. (68)

Tienen en comin los siguientes azicares: glucozamina, glucesa, L-gli
cero-D-manoheptoca y 2-ceto-3-deoxiootanato, pero difieren reaspecto
a la precsncia de galactoma, ramnosa y D-glicero-D-mancheptosa. (77,
mn)

La estructura general esti relacionada con los lipopolisacdridos de
la mayorfa de los microorganismos facultativos Gram negativos y con-
giste de varias partes principales, el lfpido A, un polisacdrido in-
terno y una cadena lateral oligosacdrida, variable en su composicién,
que determing la especifioidad serolégica. (68,70,71)

Como podrfa esperarse a partir de su estructura, estos lipopolisacd-
ridos son potentes endotoxinas y se han implicado en la enfermedad
veriodontal humana y en casos fatales de choque séptico, (29,52.68,
209) ' |

Las cepas de Fusobacterium comparten un antfgeno proteico asociado

a la membrana que es reaponsable de la amplia reactivided cruzada do

este grupo. (68,93)

- Cocos anaerobios Gram positivos

Existen pocos reportes respecto a 108 antfgenos en los géneros Pepto-
cocous y Peptostreptococcus . Stone en 1940 realiszé estudios bioguimi
cos e inmunoldgicos en 24 cepas de cocoe anaerobios Gram positivos
aislados de muestras clinicae y concluyé que la clasificacién basada
en caracteristicas bioquimicas no podia correlacionarse con los resul -

tados obtenidos en reacciones de precipitacién y aglutinacién, ademéie
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de obtener reacciones cruzadat en sistemas heterélogos. (20,239)
Estudios posteriores han mostrado que no existen antigenos comunes
entre Pepiococcus y Peptostreptococcus y que los antigenos de P, mag-
mus son especificos de especie, distintos a los encontrados en oiras
especies de cocos anzerobios. Por contrainmunoelectroforesis también
se ha demostrado que P. magnus es una especie inmunolégicamente dis-
tinta, (136)

Los sueros dirigidos contra P. asaccharolyticus, P. prevottii, P. anae-

robius y P, intermedius mostraron especificidad de cepa, con reaccio-

nes cruzadas ocasionales con cepas homSlogas, lo que sugiere la presen
cia de varios serotipos dentro de algunas dspecies. (174)

Estos resul tados se han confirmado por estudios de inmunodifusidn, in-
mnoelectroforesis, inmunofluorescencia y hemagiutinaoién pasiva con
sueros dirigidos contra extractos sonicados de cepas de Peptostrepto-
coccus, excepto por una reaccién cruzada entre P. parvulus y P. produc-
tus en la hemaglutinacién pasiva. (58)

Graham y cols en 1979 reportaron la presencia de un antfgeno asociado
a 1a pared celular de P, anaerobius compuesto en forma mayoritaria de
protefna y pequeilas cantidades de carbohidrato. (152)

Eete antigeno no es compartido por otras especie de Peptostreptoco~
Ofiug, Peptococcus y Streptococcus; ademis, no da lugar a reacciones
cruzadaes con sueros dirigidos contra los grupos de Lancefield. (59)

En estudioe posteriores del género Peptostreptococcug que se han rea
lizado utilizando sueros dirigidos frente a céTulas completas y pos—
teriormente adsorbidas, las pruebas de inmunodifusién y coaglutina-
cién con protefna A de S, aureus mostraron antigenos Unicos y ningu-

2o comun dentro de este género, no encontréndose reactividad de 1os
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sueros con especies de Streptococcus y Peptoetreptocaccus. {239)

Clostridium

€, perfringens

Dator quimicos e inmunoldégicos han demostrado una relacidén directa
entre el polisacéridoe capsular de varias éepas de C. perfrinrens tipo
A y su clasificacién merolégica. (6,33,168) Cada cepa encapsulada in-
vestigada contiene un palinadérido de superi’icie especifico de tipo.
(6,33)

La complejidad de los antfgenos capsulares se demuestira con los resul-
tados del laboratorio de bacteriologia anaerébica del CDC que ha prepa
‘rado 74 distintos sueros, ademds de los 13 serotipoc clasificados por
Hobbs; aprpximadamente un 59-65% de las cepas aisladas de alimentos
contaminados o de oaloé de gangrena gaseosa pueden clasificarse con et~
tos sueros, lo que tiene aplicacidén solamenie en estudios epidenmiolégi-
cos, (20,112,168) En brotes de intoxicacién alimentaria puede hacerce
una comparacién de los merotipos de C, perfringens tipo A aialsdos tan~
to del alim‘entb ineriminado como de las mestras de heces de los pacien-

tes, (20'76)
. C, tetani

Se han diferenciado 10 tipos serolégicos en base a antigenoc flageleores,

(20,115) Sin embarga, todas las cepas comparten el mismo antigeno somd-
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tico, lo que permite su identificacién por técnicas serolégiocar.

(115, 235) La neurotoxina producida por todos los tipos es antigénica-
mente idéntica, lo que es de importancia prdctica, ya que es neutrali-
zada por una iinica antitoxina., (20,115) Se han aislado variantes no to-

xigénicas a partir de muestras clinicas,
C, botulinum

La clasificacién de las cepas de C. 'botulinum en grupoe toxigénicos de
signados con letras de la A a 1a O, Be basa en la especificidad antigé-
nica de la toxina que producen, mientras que su actividad bioquimica
lag separa en cepas proteoliticas y no proteoliticas. (20,192)

La composicién antigénica de las células vegetativas de C. botulinum -
es muy compleja y no se ha podido definir completamente para muchos de
los tipos. (115) Se han demostrado reacciones cruzadas entre las cepas
4, By Py entre las cepas C y D. (20,115, 192,235)

Existen diferentes antigenos aglutinantes termoestables y termorresis-
tentes entre las cepas de tipo E, que no presentan reaccién cruzada con
Tepas de otros tipos. (20,115,125,135) Algunos estudios sobre los tipos
A y B han permitido su subdivisidén en seis subgrupos sobre la base de
Bus antigenos termoldbiles, Estas cepae de C, botulinum comparten un

‘antigeno termoestable con C. tetani, C. histolyticum y C. sporogenes,
(20,115,192)
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¢. novyi
Existen cuatro tipos: 4, B, C y D, Todas las cepas comparten loc anti-
genos somdticos en proporciones variables,(20,235) los intentos para

producir anticuerpos especificos de tipo no han dado resul tado. (235)

G, septicum y C. chauvoei

Todas lat cepas de C. septicum pueden dividiree en dos grupos en base
a su antfgeno somdtico; ninguno de estos grupos da reaccién cruzade

con C. chauvoei, que posee un antigeno somstico comin. (29,152,235)

C, bifermentans y C. sordellii

Estas especies pueden diferenciarse en base a los antigenos de sus eg

poras con reacciones de precipitacién o aglutinacién, no se encuentra
reactividad cruzada entre las esporas del grupo C. bifermentans - C,

' sordellis y aquéllas de C. sporogenes, C. histolyticum, C. ezlhenoidea

¥ C, perfringens. (29,223)

Todae las .cepas de C, sordellii y €, bifermentans producen una toxina

antigénicamente relacionada, pero no idéntica a la lecitinasa (alfa-

toxina) de C. perfringens. (20)



C, difficile

Produce dos toxinas diferentes, la A que es una enterotoxina y la B
que es uns citotoxina, con distintas propiedades fisicas y bioldgicas
Y de especifioidad antigénica. (7,213)

Presenta dos carbohidratos antigéniocos, uno en la pared celular y otro
que puede ser extraido de la membrana celular; estos dos determinantes
son compartidos con la especie C. sordellii y pueden dar lugar a reac-.

ciones cruzadas, (177,180)

Diagnéstico de laboratorio

Los anaerobios pueden causar cualquier tipo de enfermedad en el organis
mo, existiendo ciertas condiciones que sugieren su presencia: descargas
de olor fétido, necrosis tisular, formacibén de pseudomembranas, gas en
tejidos y coloracién negra de exudados que contienen sangre.

Las infecciones por anaerobios generalmaﬁte se presentan en la proximi-
dad de las membranas mucosas. Ee también una indicacién, la infeccién
asociada a procesos malignos u otra en la que se presente destruccién
del tejido, asf{ como la relacionada a la adminietracién de aminoglucési
dos, La endocarditis con un hemocultivo de rutina negativo sugiere tam-
bién 1a presencia de anaerobios.

Las muestras que se procesan para cultivo de anaerobios no deben estar
contaminadas con flora normal; generalmente se obtienen por aspiracidn

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

después de la toma.
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Los métodos de recoleccidén de muestras para anaerobios que sc recomien-
dan ge muestran en la tabla 4.

Bl transporte de las muestras debe hacerse en un contenedor anaerébico
6 utilizando las técnicac anaerdébicas con jeringa y envidndosne al lzbo-
ratorio en los viguientes 20 a 37 minutosr.

Cuando se requieren perfodos mds largos para el trancsnorte se utiliza
un tubo en que se ha eliminado el oxfgeno y que conticne un indicador
de anaerobiosis; de este modo puede mantenerse durante dos horas o nor
24 horas si se refrigera.

Las muestras deben ser procesadas lo mds pronto posible, para prevenir
la pérdida de anaerobios exigentes, muy sensibles al oxfgenoc y el cobre

crecimiento de las bacteriac facultativas.

Examen directo

El examen macroscépico del espdecimen incluye obserﬁacién del color,
olor, fluorescencia bajo luz ultravioleta, pus, presencia de tejido ne-
crético y gas.

El examen mioroscépico debe incluir una tincién de Gram, observacién en
Campo oscurQ o en contraste de fases, para demostrar eepiroéuetas, otras
formas méviles y esporas.

Es importante aste examen directo ya que da una idea de loc diferen‘es
.microorganismos presentes; ademds, como control de calidad de las técni-
cas de aislamiento, ya que deben recuperarse en cultivo los diferentes
tinos morfolégicos vistos en la extensién del material original, acimis-

mo proveen al médico de una informacién preliminar,
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Procedencia

Pulmonar

Pleural

Tracto urinario

AbsceBos

Tracto genito=-
urinario
femenino

Tracto sinusoidal
0 heridas que drenan

Procedimiento

Aspiracién percutinea transtraqueal
o puncién direc:a de pulmén.
Fuestras broncoscépicas obtenidas
oon un doble catéter o eccobilla
brongquial.

Toracentesis

Aspiracién suprapibioa percutdnea
de la vejiga

Aepiracién con jeringa y aguja

Culdocentesis después de la descon-
taminacion de la vagina con pogido-
na-ioduro. Para muesiras de la cavi
dad uterina puede utilizarse un do=-
ble catéter o escobilla bronguial,
excepto en loe casos de endometri-
tis postpartum, en que no es ttil.

Aspiracién con jeringa y un catéter
pequeilo de pléstico introducido lo
mas profundo posible, después de
descontaminacidén de la piel,
Muestras obtenidas durante la ciru-
gia de la profurdidad de las heridas
0 lesiones de hueso, Las biopsias
son un excelente material.

Tabla 4 Métodos de coleccién de muestras recormendados
para cultivo anaerobio.

Citron, D.¥., Finegold, S.M. and Sutter, V.L.

"WADSWORTH AMARROBIC BACTERIOLOCY MANUAL® 3rd edition

St. Louis, C.V. Mosby 1980 (31)
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Técnicas de cultivo anaerobio

Existen tres sistemass 1) tubo con medio prerreducido y esterilizado
anaerébicamente; 2) cdmaras de anaerobiosis; 3) jarras anaerébicas,

Los dos primeros son métodos sofisticados y se utilizan en el aislamien-
to de microorganismos extremadamente sensibles al oxfgeno, p. ej. en al
estudio de la flora normal, pero no-son necesarios para el aislamiento
de anaerobios clinicamente importantee,

Se ha demostrado qua la jarra anaersSbica da muy buenos resultados, siem-—
pre y cuando se haya colect;do y transportado la muestra correctamente,
e la jarras anacrébicas, existen varios tipos: unas utilizan un sobre
menerador de hidrégeno y bidxido de carbono y la formacién de agua a
partir del oxigeno presente y el hidrégeno generado, se realiza en pre-
gsencia de un catalizador generalmente paladio.

Otro procedimiento alternativo es el de evacuacién-reemplazo, en el que
8¢ elimina el aire presente y se introduce gas libre de oxigenoy la mez-

cla final contiene 80% de nitrégeno, 10% de hidrégeno y 10% de didxido

de carbono.’

Medios de cultivo

Las placas de agar sangre se pueden preparar con las siguicntes bases:
Brucella, Columbia, Schaedler o infusién de cerebro-corazén-extracto
de levadure, a lﬁs cuales se adiciona vitamina K (10 ug/ml) y hemina
(s ug/ml).

Deben inocularse también medios selectivos como son el de kanamicina-

vancoricina en que desarrolla el género Bacternides, y el de bilis-esou



lina, celectivo para el grupo B. fragilis,
Exicten otros medion celectivos, como el que contiene foido D-glucurédni-
co y bilis, altamente selectivo para B, fragilis y el medio CVE, selecti

vo para el género FPusobacterium. (126,225)

También se inocula un medio de tioglicolato liquido suplementado =on in-
fusién de cerebro-corazdn o un medio de carne nicada, cue ee dtil para
Tecuperar las bacterias en caso de haberse iniciado la terania con anti-
bibticos.

Para hemocultivos, se recomienda tripticasa soya como medio base con
0.1$ de agar, preparado en condiciones anaerébicas, se utiliza anmilosul-
fato de sodio como anticoagulante,

La recuperacidn de anaerobios en hemocultivos puede hacersze mie répida
por métodor de concentracidn, que utilizan centrifugacién en gradiente

¥ filtracién en condiciones anaerdbicas, seguida de incubacidén del file
iro en un medio de Miieller-Hinton; se recuperan bacterias anasrobias y
facultativaé en 30 horas. Este sictema es muy sensible y detectia de 3 a
28 ufo/ml, con un ahorro de 24 horas en la deteccién, comparindolo con
la técnica habitual. (104)

Todos lo0s medios para aislamiento de anaerobios deben utilizarse recien-
temente preparados; las placas en las gue ge realiza la ciembra inicial
deben guardarse en jarras anserSbicas o en una cémara de anaerobiosis
antec de su uso., No es necesario utilizar placas que se han mantenido en

_ condiciones reducidas al hacer subcultivos de las coloniac. (31)
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Observacién de cultivos y aislamiento

Las placns se incuban durante 48 horae antes de una obeervacidn inicial
Y deben incubarse una semana o mds antes de desecharlas,

31 pe quiere observar el cultivo antes de este tiempo, la mueatra debe
inocularse por duplicado, ya que los anaeroblos son mis sensibles al
ox{geno durante la fase log de su crecimiente y loe cultivos no deben
exponerse al aire antes de 48 horas.

Se examinan las placae con una lupa o con un microscopio estereoacdpico,
De cada colonia diferente debe hacerse una {incidén 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 atmésfara
de § a 10% de bibxido de carbono en aire. Se puede resembrar en agar ye—
ma de huevo para determinar la produccién de lecitinasa y lipasa.

En la placa de agar sangre en que se determina pureza, se colocan dis-
cos que contienen antibdiSticos: kanamicina (1000 ug), colistina (10 ug),
vancomicina (5 ug). También puede colocarse un disco de polianetol-sulfo
nato de sodio, para la identificacién presuntiva de P, anaerobius y un
disco de nitratos para determinar reduccién de los mismos por algunae
espaecies,

El eubcultivo de rutina de los hemocultivos en condiciones anaerébicas
no se recorienda pues no contribuye significativamente a la pocible
-identificacién de anaarobios.’ (155,169) Aan cuando se realicen los hemo
cultivos aerobios, deben hacerse también para la oresencia 4de anaero-
bios, ya que pueden aislarse algunas especies aerotolerante en cantida-

des significativae como C. perfringens, B. fragilis, B. distasonis, F.
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nucleatum, P, Baccharolytious y Eubacterium sup.

Identificacién presuntiva

Cuando se ha determinado la pureza del cultivo y su tolerancia al oxige-
no, se hace la identificacién preliminar, basada en caracteristicas mor
folégicas coloniales y celulares, susceptibilidad a ciertos antibibéti-

cos, movilidad, licuefaccién de la gelatina, produccién de catalasa, ipn

dol y reduccién de nitratos. (79,114)
Jdentificacidén definitiva

Se basa en las caracteristicas fisiolégicae de los microorganismos, co-
mo fermentecidn de carbohidratos, actividad proteolitica, determinacién
de productos finales del metabolisﬁo, caracteristicas genéticas y pro-
duccidén de toxinas.

Las pruebas bioquimicas que se recomiendan para la identificacidén defi-
nitiva son numerosas y requieren varios dfas de incubacién, pues gene-
ralmente 168 anaerobios son de orecimiento lento, (31)

Existen ecquemac de simplificacién de lae pruebas para la identificaciénm
de anaerobios, en los que se han seleccionado aquéllas que tienen un
mayor valor discriminative. (43)

El método de referencia es el que utiliza medios prerreducidos y esteri
lizados anaerébicamente; este método em caro y comsume gran cantidad de
tiempo, pues cada tubo requiere de observacién del crecimiento y medi-
cidén del pH,

Varios micrométodos de identificacién estédn disponibles comercialmente,
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como el AiPI-20A y el ¥Kinitek., En el caso de los microorganismos sacaro-
liticos, estos métodos correlacionan bien con los datos de cultive;

#in embarro, los microorganismo débilmente sacaroliticos o asacaroliti-
co8 no pueden ser identificados, pues dan reacciones intermedias, difi-
oiles de interpretar. (30)

La placa Anatek es otro método recientemente introducido, que tiene un
40% de corrslacién con los métodos de referencia. Bete bajo porcentaje
8e debe a que muchas de las Yacterias clinicamenie importantes no logran
tener un buen desarrollo en las placas, haciendo diffcil la interpreta~
0ién de las pruebas. (0)

Otro microeistema de identificacidn determina lae enzimas preformadas
por el microorganismo. Este método Be basa en emplear un inSculo gran-
de, pequefia cantidad de los sustratos cromogénices e incubacién en con
diciones aerobiag durante 4 horas, lo que reduce signif{icativamenie el
tiempo necesario para la identificacidn, en comparacién a los micromé-
todos anteriormenie mencionados, que requieren 48 horas de incubacién.
Se ha obtenido una correlacidén de 89% entre este dliimo método y los
nétodos de referencia. {(195)

La identificacién definitiva de muchos anaerobios requiere el uso de
cromatograffa gas-ligquido para el .andlisis de productos finalaes del
metabolismo, Es necesaric para la identificacidn de los cocos Gram po-

sitivos y ciertas especies de Clostridium, (31)

.Is deseable que se realice una identificacién definitiva, ya que mu~
chas veces los microorganismos Gram positivos pueden aparecer como
Gram negativoe. Algunos bacilos muy pequefios pueden aparecer como co-

€oB, y en ocasiones las esporas son dificiles de demostrar. (30,49)

Cualquier laboratorio debe ser capaz de identificar, al menos presun-
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tivamente, los siguientes microorganismos: B, fragilis, pues es el nds
cominmente encontrado en miestras clinicas y el que e resistentec a un
mayor nimero de antibiéticos y C. perfringens, que causa enfermedad de-
vastadora. (43)

La identificacién definitiva es bésica para conccer la imporiancia re~
lativa de los microorganismos aislados, ya que algunos representan sola
mente contaminacidén con la flora normal,

También noa da infﬁrmaciﬂn aticional sobre la puerta de entrada de la
infeccidn, por ejemplo en el caso de una bacteremia; sobre el pronésti-
co de una enfermedad, como en el caso de la endocardiiis, en que existe
una mayor mortalidad asociada a B. fragilis, que a otros bacilos Gram
negativos o cocos anaerocbios,

La asociacién entre . septicum y los procesos malignos hace notar le im
portancia de la identificacidn definitiva, ya que también permitird di-~
ferenciar entre una nueva enfermedad o una recurrente, la cual podria
implicar tumor, cuerpo extraiio o un abaceso no drenado. (49)

Finalmente, puede contribuir a conocer mejor el papel de los anaerobios
en diferentes procesos infecciosos, y la prognosis asociada a éstos,
()

Actualmente en los pafses desarrollados se han implementado mtodos ré-
pidos de identificacién, utilizéndose como pruebae presuntivas con una
alta correlacidén con los métodos convencionales., Estas técnicas mon la
inmunofluorescencia, la contrainmunoelectroforesis, el ensayo inmunoen~

zimdtico y la oromatografis, gque se describirdn detalladamente en los

canftulos siguientes.
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I1  ID ¥PIFICACION POR IN)UNOFLUORNSHINCIA

La téenica de inm;lnofluorescencia desarrollada por Coonc en 1342 es un
procedimiento histoquimico para demostrar y localizar antigenos o anti-
cuerpos en zortes de tejido o en suspensiones celulares. Lag inmunoglo-
bulinas se acoplan a colorantes fluor«scentes ein pérdida alguna en eu
actividad de anticuerpoj para ciertos pronésitos se marca el antigeno
de forma similar. La formacién de complejos inmunec ectables se hace vi
sible en un microscopio para fluorescencia. (147)

Los colorantes fluorescentes o fluorocromos son sustancias caracteriza-
"das por su capacidad de alcanzar niveles elevados pero ineatables de
energia, absorbiendo la lusz a una clerta longitud de onda y emitiéndola
inmediatamente a otra longitud de onda dentro del rango de la luz visi-
ble. (148) '

Fl fluorocromo de uso wis amplio es el isotiocianato de fluoreaceina,
que tiens un maximo de absorcidn entre 490 y 495 mm y emite su caracte-
ri{stico color verde a 517 nm. El isotiocianato de tetrametilrodamina
muestra una fluorescencia rojo-anaranjada, es un colorante de contraste
dtil cuando se demuestran doe antigenos o dos anticuerpos en la misma
Preparacidn; tiene un miximo de abeorcidn a 550 nm y un méximo de emi-
8i6n a 582 nm. (28,64)

Bl 4cido dimetil-amino-naftalén~culfénice {DANS) de una fluorescencia

_ verde, pero se utiliza poco. {(116)

Los microscopios utilizados para visualizar una preparacién por inmuno-
fluorescencia son modificacicnes simples del microscopio de luz transmi

tida que involucran una fuente de luz de alta intensidad, filtros de

excitacién ¢ primarioms, filtros de barrera o sesundarios y condensador
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especial,

En 1967, Ploem introdujo un si{stema epiiluminado que emplea un ilunina-
dor vertical y un espejo dicroicoj en este sistema la luz de excitacidn
se enfoca directamente a la preparacién a travée de la lente del objeti-
vo, lo cual tiene varias ventajas ya que puede combinarse con luz trans-
n.itida para observacidén en contraste de fases. (28)

Virtualmente cualquier antfgeno o anticuerpo puede detactarse por inmu~
nofluorescencia., Los pasos involucrados sont preparacién del suero inmu
ne o gamma-globulina especificos, conjugacidén con el colorante fluores~
cente y tinalmente el procedimiento de tincidn.

Para la inmunofluorascencia son necesarios sueros heterflogos que con-
tengan mg del anticuerpo por ml de suero, su potencia se valora por

" precinitacién cwantitativa o por hemaglutinacién pasiva. Debe asegurar-
Be la aspecificidad a un nivel que excede el detectable en difusién do-
ble o0 en técnicas inmunoelectroforéticas, (13)

Es necesario obtener la fraccién IgG del suero ya que la conjugacidn
Bubsecuente debe limitarse al antiouerpo lo mds posible, puesto que de
este modo se incrementa la eficiencia del procesc de timcidn y pe evita
la tincidn no especifica debida a proteinas conjugadas presentes en el
suero,

En la conjugacidn con isotiocianato de fluorescefna o de tetrametilroda-
mina, ei-grupo isotiocianato se une a 1los grupos amino libres de la pro

teina en un pH alcalino, con la formacién de una unifn carbamide cova~

lente. (148)
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El colorante cue no ha reaccionado se elimina oor filtracién en gel

o nor didlisie ezhaustivaj es necesario tarbién separar la gamme~-globu
lina fuertemente marcada en una columna de DEAE-celulosa. (13)

La sensibilidad de la fraccidén globulina conjugada a fluoresceina estd
en funcidn del rrado de marcado y la concentracién del anticuerype r;lar-
cado, (718) La relacién F/P expresa el promedio del ndmerc de moléculas
de fluorocromo por molécula de proteina. En la prdctica casi todo el
trabajo se realiza con conjugados de relacidén F/P molar entre 1.7 y 4.5
para coloracién inmunofluorescente indirecta y algo m&s alta parz algu-
nos sistemas de coloracidn directa, como los que se utilizan para la
deteccién de bacterias y para inmunofluorescencia de membrana.

51 se establece la cantidad de anticuerpo por mililitros de suero, el
conjugado vuede diluirse a concentraciones que ee sabe se requieren
para reacciones satiofactorias de coloracién inmunofluocrescente.

En condiciones Sptimas se obtienen conjugadoe que contienen aproximada-
mente 30% de anticuerpos; em eete caso la tincién no especifica depende
de la concentracidn del fluorocromo en las diluciones correepondienties
que contienen la concentracién descada de anticuerpos. {13) Ya que los
conjugados estdn cargados negativamente y tienden a unirse de forma no

especifico con componentes cargados positivamente. (64)
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Los copjugades liofilizados pueden guardarse a 25°C sin una pérdida sig
nificativa del tituloj sin embargo, se recomienda la temperatura de 4°C.
Los conjugodos en estado liquido deden guardarse entre 4 y 20° ¢, (60)
En la prdctica, es importante caracterizar a un conjugado en cuanto at
1) amegurar la especificidad, a un nivel que exceda el detectable en ai
fusidn doble ordinaria o con técnicas inmuncelectroforéticas,

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

3) establecer la dilucidn éptima para un conjugado en un sistema antf- °
geno-anticuerpo especifico.

Ademds, ya que existen muchas variables que determinan la obtencidén de
un resultado positivo y negativo, al realizar la prueba deben incluirse
controles adecuados. En la interpretacidén de la microscopfa de fluoree-
cencia se necesita cierta precaucién, debe‘darse por positivas asélo
aquéllae muestras gque presentan una fluorescencia definida y una morfo-~
logia similar a la del control. (74,220)

Otro problema que se presenta en inmunofluorescencia, es la tineién no

especifica debida a ciertas cepas de S, aureus, que ocurre porque la

porcién Fo de las inmunoglobulinas se une inespecificamente a la protei
na A presente en estos microorganismos. Esto puede evitarse afladiendo

Suiero normal al conjugado, haciendo una digestidén de la inmunoglobulina
¢on pepsina para remover el fragmento Fo o agregando el conjugado de ro

damina de una inmunoglobulina dirigida contra S. aureus, (51)

La tincién por inmunofluorescencia puede realizarse de diversas formas,
de las cuales las mis comunes son la téonica directa, en la que el sue-
To especifico conjugado se agrega directamente a la preparacién y la

téenica indirecta, que fué utilizada por primera ve: por Waller y Coons

en 1= . :
n 1z que se hace reaccionar el anticuerpo especi{fico no marcado con el
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antigeno y despuds te adiciona la anti-globulina especifica marcada.
Otrac dor téonicae que son modificaciones del método, con el sistema
complemento~anticomplemento descrito por Goldwasser y Shepard y la reag
8i6n de inmunofluoreecencia mixta o de antigeno uurcaxio descrita por
Beutner, Holborow y Johneom, {51)

En la técnica del complemento ce agrega un suero especifico 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 identificacién de bacte
rias y casi siempre es necesaria una serie de conjugados diferentesn \
para cada serogrupo o serotipo de un microorganismo.

El método indirecto en general se utiliza para detectar anticuerpos di-~

rigidos frente a microorganismos especificos.

Aplicacién en el diagnéstico de anaerobios

Oriffin en 1970 reporté la poeibilidad de utilizar la inmunofluorescen~
cia para la identificacién répida:' de especies de Baotercoides, Fusobac--
feriug v Sohaerophorus, Los estudios de Garcia, y Pales y Teresa, con

inminofluorescencia directa para detectar la especie Sphasrophorus ne-

crophorus (Pusobacterium nucleatum) mostraron que los conjugados son

especificos de especie y que los conjugados polivalentce pueden utili-
Zarge para la identificacién directa en muestras clinicas. (47,53)
Se obtuvieron datoe que indican una heterogeneidad serolégica en 8. ne-

Srophorus, ya que unos determinantes antigénicos gon compartidos por al



gunas cepas y otros son wWinicos, confirmando acf los resul tados obteni-
dos por Griffin., (47,53,74)
Stauffer y cols (1975) reportaron un método de immmnofluorescencie in-

directa para la identificacién de Bacteroides y Fusobacterium. Los sug

roe utilizados se obtuvieron por inmunizacidén con euspensiones celula=-
res de las diferentes cepas. En el caso de B. fragilis, los sueros re-
sultan especificos de cepa o especfficos para posibles grupos serolégi
cos dentro de subespecies, excepto por reacciones oruzadase éntre cubeg
pecies, Los sueros dirigidos contra Fusobacterium mostraron especifici
dad de cepa.

In este estudio se observd la necesidad de desarrollar sueros adiciona-
les para subrir los tipos antigénicos encontfados, ya que ocasionalmen-
_ te se obtienen reacciones negativas en inmunofluorescencia con resul ta-
dos positivoc en cultivos aei como también la necesidad de preparar sug
ros poiivalentes, dada la gran cantidad de éstos que deben utilizarse.
(205)

Para facilitar la preparacidn de los suerocs polivalentes es necesario
contar primero con sucros que tengan un tftulo alto en inmunofluorescen
cia, Abshire (1977) demostré que pueden obtenerse altos'tituloa con el
método que describe y que implica una inmunizacién con suspensiones ce-~
lulares tratadas con formalina, la dosis de antfgeno utilizada es sensi
blemente mayor que en estudios anteriores. (1); ademds en este estudio
se obtuvieron datos que indican que en el método indirecto de inmuno-
fluorescencia con suero completo, 1os resultados son los mismos cue
cuando s8¢ utiliza la fraccién gamma del mismo, por lo que no es necesa-

Tio purificarlo, ya que no se tienen por ello reactivos mds efectivos.

3z 1974, Lambe aplicd la immnofluorescencia para la clasificacidn de
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B, meleninogenicus en tres serogrupos; la acignacién a un serogrupo ec-

pecifico Be correlaciond con la caracterizazién bioquimica en ol 3% de
las cepas probadas. (99) Lambe y Jerric (1976) decarrollaron un conjuga
do polivalente para la deteccidén por inmunofiuorescenciz de B. melzni-
nogenicus en cultivo puro, pero mencionan que puede utilizarse oara
identificar colonias aisladas de ocultivos mixtos. ¥i: tarde, con los
conjugados especificos de cada grupo, puede hacerse la .identificaeién
a nivel de especie. {102)

Kasper y cols (1977) demostraron que la especie B. fragilis sps fragi-
1is se puede identificar por inmunofluorescencia indirecta, utilizando
un anticuerpo dirigido frente al polisacarido capsular que se encuentra
uniformemente distribuido en esta especie. {85) La prescncia de esta
cdpsula también ee demostré por microscopia electrénica, tincién de tin
ta qhiﬁa Yy reaccién de Quellung. El material capsular de B. fragilis
causa abscesos experimentales adn cuanio no se encuentrén las células
viables, fendmeno no observado con ¢l polisacdrido pneumocéccico. (88,
165)

Otros autores han demostrado cdpsula en especies del grupo B. fragilis

como B, thetaiotaomicron y B. vulgatus; este material capsular tiene

una compoeicién quimica diferente al que se encuentra en B, fragilis.
(24,206)

Bstudios posteriores de Kasper muestiran que otras especies de Bacteroi-
. 2_8_ poseen un material capsular de composicidén guimica diferente, gue
5o promueve la formacidn de abscesos. (86) Es importante considerar en
€stos resultados, gue la cépsula se pierde en los subcul tivos, al rea-

1izar estudios de la estructura o de la inmunidad de B. fragilis. (5,
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89)
De forma similar, se ha encontrado en la especle B, melaninorenicus sps

agaccharolyticus una cdpsula de polisacdrido demostrable por microsco-

pia electrénica, con rojo de rutenio y anticuerpos marcados con ferri-
tina. (132,133) Eete antigeno mostré ser especifico de subespecie por
inmunofluorsscencia indirecta. (33)

Se ha demostrado que B. melaninogenicus es capaz de producir abscesos y

es posible que un polisacdrido sea responsable, al menos en parte, de
la virulencia del microorganismo en forma andloga al antigeno capsular
de B. fragilis. (131,133)

Se ha sugerido que el 90% de las cepac de B, fragilis comparten un antf
geno capaular comin. Kasper (1979} utilizando un suero dizligido contra
el antigeno capsular, obtuve una sensibilidad de 100% y una especifici-
dad de 90.3% en la identificacién de B, fragilis en una prueba de inmu-
nofluorescencia indirecta. (84) Sin embargo, estudios recientes mues-
tran gque el antfgeno comin es el lipopolisacdrido y la pruebs de inmu-
nofluorescencia, utilizando un suero dirigide cont;‘a el liponolisacAri~
do, detecta un 8% de las cepas de B. fragilis, en comparacién con el
dirigido contra el polisacdrido oapsular, con s8lo el 50%.

Estos resultados sugieren la presencia de un determinante antigénico
mayoritario entre las cepam de esta especie que es el lipopolisacdrido,
lo cual correlaciona con la ocaracterizacién quimica de estos antigenos,
en los que se encontraron diferencias importante's por inhibicién de
BLISA. (122,229)

Loe sueros dirigidos contra el lipopolisacdride son fuertemente especi-

ficos de tipo utilizando la técnica de inmunodifusidn e insmnofluores~

cencia directa, ya que un 90-93% de las cepaa probadas se identificaron
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con estos conjugzados, en los cuales no se observé reaccidn cruzada con

B. thetaiotaomicron, B. vulgatus, B. dictaconic y B. ovatus. (107,144)

Se obtiene una correlacién de 90% entr: la inmunofluorescencia directa-
mente en muestras clinicas y los métodos de cultive. (61)

‘Reoientemente se he producido un equipo comercial, Fluoretec, de Pfizer
Diagnostics, el que contiene un suero polivalente obtenicdo en conejo y

dirigido contra B. fragilis, B. vulcatus, B. distasonie, B, ovatus y

B. thetaiotaomicron {Fluoretec-F) y otro dirigido contra B. melaninoge-~
nious, B, intermedius y B. asaccharolzticus (Pluoretec-¥) Estos suerocs
estdn conjugadoe ocon isotiocianato de fluoresceina wue permite la inmuF
nofluorescencia directa de especimenes clfnicos. (200)

El equipo contiene controles positivos de los dos grupos de Bacteroides
fijados con formalina, Incluye también gamma-globulina humana y gamma-
globulina de conejo conjugadas con rodamina B (prestaina), que reaécio—
na con los microorganismos que contienen proteina A, principalmente

S aureus, y se bloquea la reaccién no especifica con la porcién Fe del
ahticuerpo fluorcaceinado, Los reactives cubren lae especies de Bacte-
roides de interds clfnico con la excepcién de B. corrodens.

La presencia de otras bacterias aerobias, facultativas y anaerobias no
influencian el resultado de la prueba. {61,158) Varios autores han eva-
luado este método comercial compardndolo con los métodoe convencionales
de identificaciém.(Tabla 5)

Puede encontrarse una concordancia completa entre el método de inmuno-
fluorescencia y 1a idantifiqaci&n convencional por frotis de coloniae
aisladas y frotis de hemocultivos positivos. Gombinando la detescidn ra
diométrica de bacteremia con la técnica de inmunofluorescencia, es posi

Sle dar un resyliado presintivo de bacteremia por B. fragilis en 12 ho-
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Fluoretec-F sensibilidad especificidad correlacién
con
cultivo
Slack y cols (200) 80.9% 98,0% -
Nakou y-cols (153) 96.9% » 97.0% -
De Girolami
¥ cols (38) 92.5% 97. T -
Holland y cols (74) 98.0% - -
Wills y cols (236) 50.0% 98,0% -
Labbé y cols (97) - - 87.39%
Weissfield y cols
{230) - - 88.0%
Fluoratec-NM
Slack y cols. (200) 95.5% 97.9% -
Nakou y cols (158) 87.5% 99.0% -
Holland y cols (74) 100,0% 100.0% -

Tabla 5

Evaluacién del equipo Fluoretec
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ras, (33) La frocuenciz reportada para B. melaninogenicus en hemocul ti-
vos no et suficientemente alté. pars justificar un eneayo de rutina con
este métodoe, (74)

Los resultados obtenidos confirman lo encontrado en otros estudios en
que se observa una beja sensibilidad de este equipo comercial para de-

tectar B. ovatus, B, vulgatus y B. distasonis, (38,74) Estac especies

no son aislamientor frecuentes en muestras clfnicas y cuando llegan a
obaervares estdn junto con B, fragilis y B. thetaiotacmicron y su impor
tancia como patégenos no estfé bien establecida. (38)

Este estudio revel$ una aparente reactividad oruzada con doe cenas de
B. eggerthi, 1o que no es sorprendente en vista de la homologia de DNA
que se presenta enire esta especie, cepas de B. uniformic y B. fragilis
sps ‘B§-212. B. eggerthi ee parte de la flora normal y no e ha reporta
do como agente causal en infecciones,

Cuando se prueban cultivos puros, se obrervan reacciones falsas positi-
vas oon esfarilococoa ¥ con esporas de C. ramosums la morfologiz en es-
tos casos permite la eliminacifn de cualquier error diagnéstico. (97)
B, bivius y B. disiens parecen estar relacionados con 3. melaninogeni-
Cus y en ocasiones se presenta reactividad cruzada. (97,239)

El reactivo polivalente y monovalente de Fluoretec~k no detecta las ce-
pas de B, asaccharclyticus de origen oral, por lo tanto ee pueden gene-
rar falsos negativos en estudios de esvecimenes de la cavidad oral y de
. otros sitios en que la infeccién ha tenido su origen ahi. (15}3) Otros
estudios han moetrado diferencias morfol'ég'icae e inminoquimicas impor-

tantes entre estas dos cepas de B. asaccharolyticus puesto que las ce-
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paé orales presentan un material oapsular denso, demostrado nor micros-
confa electrdnica e inmunofluorescencia, (101,128,153,183)
Recientemente se ha propucsto que las cepas de origen oral se incluyan
en una nueva ccpecie, B. gipgivelis, pues no comparten homologia de DNA,

ni composicién de Acidos grasos celulares con B. asaccharolyticuc,

¥Wills comparS un suero polivalente dirigido frente a especies del grupo
B. fragilis (suero de Barts) con el suero comercial que se ha descrito.
El suero de Barts fué mis sensible, (89%) pero menos especffico (88%)
que el equipo Fluoretec que mostré una sensibilidad de 506 ¥ especifici
dad de 98%. |

Esta baja sensibilidad puede deberse a que solo se emplea un paso de
tincidn, que acorta y simplifica mucho el método.

, La probabilidad de que un valor negativo en inmunofluorescencia sea 00—
rroborado como tal por cultivo, para el suero de Barts es de 924 y de
15% para el equipo, indicando esto que una prueba negativa con el sue-
ro de Barts es un indice confiable de ausencia del grupo B. fragilis em
miestras clinicas y as{ puede llegarse a una aproximacién més racional.
(236) Este Wltimo posee una mul tiplicidad de antigenos, como se ha de~
mostrado por la presencia de varios serotipos relacionados con el anti-
geno sondtico. Es posible'entonces que la presencia de resul tedos fal-
808 negativos se re}acione a la ausencia de un antigeno al preparar el
Bueroj pueden existir variaciones geogridficas en la prevalencia de seré
tipos, por lo que debe seleccionarse una combinacién adecuada de eueros
en la elaboracién de un reactivo polivalente de tal manera que las ca=
racter{sticas cubran adecuadamente el rango de determinantes antigéni-

cos encontrados en las cepas locales de Bacteroides. (11,103)
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En lo refercnte al género Tloctridium, Walker y Batiy utilizendo inmuno-
fluoreencrcia direcia encontraron que er:s pocible por eite rétodo dife-
renciar treg prupss importantec dentro de la especie Lo botulinum: las
cepar proteolfticas de los tres tipoe toxigénicoc A, B 7 P3 lac no pro-
tenl{ticac de los tipos € 7y D, y lar cenas no nroteoliticas del tipo B
Sin erbargo, observaron reaccisnes cruzadat con el nrimer gruno 7 G,
sporogenes. (224)

Més tarde l'idura y cols reportaron tarbiénla identificacién cde los %i-
pos Ay B y E de C. botulinum por immunofluorescencia. Lom sueros dirigi
dos contra lzs formas vegetativac de los microorganismoc result:n cer
eepec {ficos y censibles y no se encueniran reacciones oruzadaz con

otras ecpeciee de Clostridium. (146)

fa que exicte la posibilidad de encontrar cepas no ioxigénicac, la nre-
sencia de la toxina debe confirmarse por pruebac de proteccidn en anima-
les. Los autores provonen al método como una prueba presuntiva Gtil en
estudios epidemioldgicos donle hay que manejar gran cantidad de mues-
tras. (146)

En un estudio reciente se nrepararon sueros fluoreccentes dirigidos con

tra cepas representativas de dos grupos toxigénicos de C. botulinum:

Grupo I, cepae proteolfticac de los “inos A, B y ¥ Orupc II, cepas no
nroteol{ticas de los tipos 3, E y P. Se prepararon reactivos adicionales,
une dirigido frenie a €., sporogenes y otro frente 2 €. boitulinum iino G,

.que se evaluaron con 2700 cepas de C. botulinum y 64 ccnas de otras ecpe-

cies de Cloetridium,
~ s 3 r3 .
cada reactivo did una prueba positiva con lat cepar de cu ~ran? homblopo,

observindose algunas reaccionee cruzadac entre diferenics tisns “oxigéni~

cos dentro de un r:ismo grupo fisicldgico y con menoe frecusnciz anive
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diferentes givupou fisiolégicos.

La reactividad ecruzada del tipo F con C. perfringens limita su utilidad,
Pues generalmente esta especie estid presente,en el tipo de muestras que
8¢ examinan. Alguncs de los reactivos dan una reaccidn positiva con ce—
pas no toxigénicas, por lo que se iequieren pruebas en ratones para con-
firmar la presencia y el tipo especffico de la toxina. {56)

Los reactivos que se describen, particularmente el dirigido al grupo I
Bon {fitiles como una prueba presuntiva en la identificacién de C. botuli-
num, especielmente en el botuliemo infantil, (56)

Se ha reportado la diferenciacién entre las doe espscies relacionadae

C. chauvoei y €. septicum por inmunotluo?eacencia y este método se apli-
ta & su identificacidn en cultiv'oa, seociones de tejldo y frotis de lesio
nes, ya que los conjugados utilizados no dan una reaccidn positiva ni con
otras especies de Clostridium, ni con bacterias aerobias y faculiativas.
(8) '

la deteccién por inmunofluorescencia de C. difficile directamente en mueg
tras fecalec se ha comparado con los resultadog obtemidoe por oultivo y

anilisis toxigénicos, (237) El conjugado fluorescente presente reactivi-

dad cruzada con C. sordellii, C. bifermentans, C. chauvoei y C. sporogenes,
La adsorcién del suero conlleva a una pérdida de reactividad frente a
otras especies de Clostridium, pero también frente a C. difficile, lo

que sugiere gque se necesitan mis estudios sobre la serologia de esia espe-
c¢ie para desarrollar un suero especifico que cubra los diversos serotipos
que nueden encontrarvse, se ha reportado una sensibilidad de 86% ¥y la pro-
bzbilidad de un resultado positivo corroborazdo por cultivo de 97% para la

deteccidn de C. difficile por inmunofluoreacencia. (237)
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En los pacientes con diarrea asociada a antibiéticos los resultados de
cultivo e inmunofluoreccencia correlacionaron en un 93. Sin embargo en
un 654 de las muestrac de perconas sanas en 7uienes no ge nudo cultivar
'_‘»_. difficile, se obtuvo la prueba positiva por inmunofluorcecencisa.

Ko obstunte, se considera que este método aes \itil como una sruchba presun
tiva en este padecimiento. (237)

Porschen y Spaulding obtuvieron conjugados fluorescentes dirigidos fren-
te a oinco esnecies prevalentes de cocos anaerobios en muestrae clfnieac:
P. prevottii, P, anaercbius, P. intermedius, P. asacchavolytious y P. mag-
nus, (174) Los conjugados dirigidos contra las cuatro primeras especies
que se mencionan, mostraron un alto grado de especificidad de cepa.

El conjugado dirigido frente a P. magnuc detectd un antigeno especie-espe
cffico y las reacoiones crusadas que se presentaron con P, anaerobius

8¢ el iminaron por ‘adsorcidn de los sueros, También se detectaron ocasio-
nalmente real_coiones oruzadas con las cepas homdlogas, 1o que sugiere la
presencia tanto de antfgenos comunes como de diferentes serotipoe en

cada una de las especies. {174,239) |

Estudios posteriores han demostrado’ también que los gineros Peptococcus,

Peptostreptococcus y Strentocoocus son seroldgicamente distintos y que

no se obmervan reacciones cruzadas entre ellos cuando se utilizan sue~
ros admorbidos. (58,59,239)

No existen reportes de la utilizaocidén de estos conjugados directamente
en muestrae clinicas, sin embargo, los resul tados de especificidad obte-
nidos de los eueros, sugieren que pueden utilizarse para la clasificacidn

serolégica como un medio rdpido de identificacién. (58,239)
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El mStodo de inmunofluorescencia puede adaptarse fdcilmente en el labo-
ratoric, es especi{fico y con un margen de error limitadoj los resulia-
dos pueden obtcnerse en una a dos horas, Ademds, no estd limitado por

el tipo de muestra de que se disponga, contaminacidén por flora sapnrofi-

tica o tiempo de procedimiento en el manejo de la muestra. (74.97)



IIT  IDENTIFICACION POR CONTRATUNWIONLECTHOMOHKSIS

La aplicacifn de la inmunoprecipitacién al estudio de loe antigenos
bacterianos hizo que el campo de la serologia se comenzara a decarrollar
durante la primera parte del siglo XX. {23)
En 1946 Oudin describid un sistema de difusidén aislada del antigeno y
el anticuerpo en tuboz llenos de agar. Este adelanto pronto fué segui-
do por la descripcién cldsica de Ouchterlony de la doble difusidn en
capar de agar sobre laminillas, método que todavia tiene amplio uso y
se aplica en la identificacidn y andlicis de sitemas precipitantes an-
tigeno-anticuerpo. (28,148)
Las técnicas de inmunodifusidn se basan en el principio de que las ma=-
cgomoléculas pueden difundir libremente a través de geles, estando di-
cha difusién limitada por la concentracién del gel. {135) Empleanco so-
portes adecuados, en especial aguéllos que tienen como base agar dicue}
to en eléctrolitos, es posible hacer migrar antfgenos y anticuerpos, de
modo que al encontrarse interaccionen. La reaccién que se origina se vi
sualiza como bandas de precipitaci&n, que permanecerin estables mien-
tras una afluencia mayor de los reactivos no provegue redisolucién. (51,
135,148)
En la inmunodifusién simple, el antigeno o el anticuerpo permanece fijo
¥ el otro reactivo se muave y se acopla a €1, mientras que en la inmuno-
-4ifusién doble, ambos reactivos estén libres para moverse uno hacia el
otro, El movimiento en cﬁalquier forma de inmunodifusién puede fer li-

neal o radial, (28,148)

Los métodos de precipitacidn en gel que dependen s6lo de la difucién mo-
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lecular para poner en oontacto a los reactivos, tienen una baja sensibi~
lidad, ademéc de requerirse un tiempo nrolongado, de 24 a 48 horas, para
que pueda detectarse la precipitacién. Esto se debe a que una prbporcién
alta tanto del antigeno como del anticuerpo difunden en otras direccio-
nes, de tal forma que las cantidades de los reactivos que finalmente
participan en la reaccién es pequeiia. (51,148)

La formacién de lineas de precipitacién en cualquier sistema de inmuno-
difusién depende grandemente de las concentraciones de antigeno y anti-
cuerpo; la precipitacién midxima se forma en la gzona de equivalencia con
can?idades decrecientes de la misma en las zonas de exoeso del antfgeno
o del anticuerpo. Otros factores que afectan la reaccién eon los electrg
litos utilizados como amortiguador, el pH y la temﬁeratura. (28,135,148)
La probabilidad de que el antigens ¥y el anticuerpo se encuentren, se pug
de aumentar si se impulsan amboc mediante corrientes eléctricas, y por
lo tanto, también aumentard la velocidad de aparicidn de una linea de
precipitacién. (28,148)

Aunque se han descrito numerosas variaciones de los métodos que combinan
la electroforesis con la difusién, solo doe han logrado, hasta la fecha,
un grado apreciable de aplicabilidad clfnica y son la contrainmunoelec—
troforesis (CIX) o electroinmunodifusién doble y la electroinmunodifu-
8i6n dnica dimensional o electroforesis en cohete de Laurell. (135)

La CIE también se conoce como electroforesis en contracorriente, electro
Precipitacién, inmunoosmoforesis, electroforecis por sobrecruzamiento,
electrosinéresis e inmunocelectroosmoforesis, (148)

Bl orincipio bdsico del método implica la electroforecis en un gel con
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con el antigeno 7 el anticuerno corriendo en direcciones opuestac dec ma
nera timultinca a partir de pozos separados, con ln precipitncién resul
tante en un nunto intermedio a sus origeneu. (28,51)

La migracién electroforética de una particula depende de varior facto-
res coro son: el voltaje aplicado, la fuerza iénica del amortimuador y
el pH del medio, que influyen en la carga eldécirica de dicha particula.
(28,135) Debido a que el agar no es una sustancia absolutamentc neutra,
acompaiia a la electroforesis un fendémeno secundario, llamado electroen-
dosmosie, gue consiste en un movimiento del licuido que estd embebido
en cl gel en el sentido opuesto al de la corriente elécirica. Esté mo;
‘vimiento es regular y no intcrfiere en los desplazamientoc nor electro-
foresic, |

S1 estas dos migraciones son iguales tendremoe la impresidn de cue la
particula no me ha movido; en cambio, su movilided seri la del sentido
de la corriente, aunque mis reducié;, si suc moléculas egtén fuertemen-~
te cargadas. Las moldculas poco cargadas son desplazadac por electroen-
dosmosis en sentido contrario al de su migracién electroforética real.
Las suetancias neutras solo son mévilizadaa por la corriente endoomSti~-
ca y ocupardn después de la corrida electroforética, una posicién que
corresponderfs al punto cero de migracién. (135)

Durante la electroforecis en un medic con pH alrededor de 8, las gamra-
globul inas, no obstante estar cargadas negativamente, se desplazan na-
cia el cdtodo como conaecu;ncia del flujo endosmético originado por el
proceso, Las protefnas antigénicas en esac condiciones migrardn en di-
reccién anédica. (135,148) Por lo tanto, la contrainmunocelectroforecis

sdlo se aplica cuando el antigeno y el anticuerpo tienen un pH isoeléc-
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trico con una diferencia significativa y util izando un amortiguador con
un pH intermedio entre estos dos valores. (28,135) Para favorecer el fe~
némeno electroendosmético ae utilizan soluciones amortiguadoras oon dife
rente fuerza idénica para la cémara de electroforesis y para preparar el
medio de sostén., (135)

Bl medio de difusién debe estar libre de impurezas, ya que sl las mismas
son de cardcter antigénico pueden interferiyr con les resultados, Se ha
comprobado que la agarosa es el soporte mids adecuado para la CIX, ya

que permite el desarrollo adecuado de la electroendosmosis. (135)
Generalmente se utiliéan solﬁcionea amortiguadoras con un pH comprendido
entre 8.2 y 8.6, de los cuales los mds cominmente empleados son el bar-
bital y el vercnal. La fuerza idnica del amortiguador incide sobre la ve
locidad de migracidn de las particulas: e; es baja, las moldculas migran
ﬁés ripidamente nor lo que se reduce el tiempo de corrimiento; sin embar-
80, una fuerza idénica alta permite una delimitacién mis clara de las zo~
nas de precipitacién. (13%,148)

La CIE utiliza el voltaje mds elevado posible para lograr la mdzima sepa~-
racién de los componentes, reduciendo el tiempo de corrimiento. Lo ante-
rior ﬁiene la ventaja de reducir al minimo la difusién libre de los reac-
tivos, sin embargo, un voltaje excesivo produce uns gran cantidad de ca-
lor que puede provocar la desecacidén del medio de soporte y por lo tanto
la distorsién de las bandas de pfecipitaciGn. Debe lograrse un balance en
tre la fuerza iSnica del amortiguador y el voltaje aplicado para lograr
una buena resolucién, con la minima prodﬁccién de calor. (28.135,143)

La claridad de las bandas de precipitncidn obtenidas puede aumentarse

2gregando dextrano T-70 en una concentracién final en el gel de 4%, lo



59

cual reduce la solubilidad de cormplejos inmunes e incrementa por lo tun~
to la rosolncidn del rétodo. (198)

Otro factor gne debe ser controlado es el amneraje generzio, que no de~
be excedor de los valores que Be han determinado previamente, para evi-
tar una produccién excesiva de calor, (135) Loe sueroe inmuner deben pro
baree previamente en cuanto a eensibilidad y especificidad y es recomen-
dable ineluir controles positives y negativos para comprobar cue los re-
sultados obtenidos no se deben a artefactos vroducidoc por algmunos de
los conponentes del sistema. (28,148)

Las placas inicialmente usadas por Crabar para los corrimientoc clectro-
foréticos eran muy grandes, lo que significaba el empleo de mucho tiempo
¥ el consumo de apreciables cantidades de suero. Scheideger propuso mése
tarde el empleo de portacbjetos como soportes y desarrollé un método 1lla
mado microinmunoelectroforesis, que es el que se emplea actualmente,

La CIR puedg producir lineas visibles de precipitacidn en 22 a2 45 minu-
tos y ec aproximadamente 10 a 100 veces mic sensible gue la inmunodifu-
5i6n doble. Sin embargo, solo pueden obtenerse resultados eemicuentitati

vos debido a la dificultad de precicar el punto final de la reaccidnm,

Aplicaciones en el diagnéstico de anaerobios

Welch en 1980 reports un método de CIE para detectar la toxina de C, ¢i~-
‘fficile,_con una sensibilidad comparable a la obtenida en el ensayo de
citotoxicidad. Como fuente de antigeno 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 re ciembra primeramente en un medio aelactiQo para C. di-
{ficile, e incuba por 24 horas y mis tarde me irancfisre al medio cer-~
ne picada-glucosa, despuds de otras 24 horas es posible detectar la to-
Xina en el filirado de cultivo. (54) De esta manera se evitan las reac-
ciones cruzadas que s¢ pretentan con C. sordellii y C. bifermentans en
la técenice original. Loe resultados negativos deben confirmarse con
pruebas para buscar la toxina a las 48 y 72 horas de incubacién en este
caso, (54,228)

Ryan en 1980 comparé los resul tados obtenidos en la deteccidén de la to-
xina de C, difficile en muestras fecales por CIE con los de aislamien-
to e identificacién convencionales i citotoxicidad, Encontrd una buena
correlacidn entre los resul tados obtenidos por CIE, la identificacidn
con los métodos de referencia y los datos clinioos de enteritis asocia-
da a antibibticos.

En algunas muestrae positivas por CIE, pero negativas en la prueba de
citotoxicidad, se demostré la toxina en el filtrade de cultivo del mi-
croorganismo aislado; ya que la sensibilidad de los dos métodos es egqui~
valente, este resultado puede deberse a que la dilucién adicional necesa
ria en la prueba de citotoxicidad es crfitica cuando 88lo eetdn presentes
pequefias cantidades de toxina, (191)

Ko obstante, en la literatura se encuentran varios reportes que indican
que la técnica de CIE para detectar la toxina de C. difficile en las con
dioionesvgn que Ryan y Welch han descrito, no es satisfactoria para la
deteccién de cepas toxigénicas de esta bacteria. (81,96,119,178,193)
Poxton y Byrne indican que probablemente el antfgeno que se estd midien-

do es un antigeno de superficie, ya que algunas cepas no toxipénicas de
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C. difficile y lac especies C. bifermentans y C. sordellii son positi-

vag por ¢IE, pero dan una nrueba de citotozicidad negativa. (178)

Sin embargo, Jarvie .y cols han enconirado que las especies C. biformen-
lans y C. sordellii no son responsables de las reaccionee faloas positi-
vas cuando se analizan muestrae fecales. (80)

Varios autores han reportado estudios en que se compara el ensayo de ci-
totoxicidad y la CIE en la deteccién de la toxina de ., difficile ¥ han
obtenido un alto porcentaje tanto de falsos positivos como de falsos ne~-
gativos, lo que se atribuye a que el anticuerpo utilizado no es especifi
co para la torina, por 1o que la prueba no es confiable, {81,119)
Estudios recientes de evaluacién del método llegan a la conclusién de
que no tiene la ssnsibilidad ni la especificidad requeridos paras a.er em-
pleado con fines diagnésticos. (96,113)

West y Wilkins encontraron miltiples antfgenos no torigénicos haciendo.
rcaccionar extractos crudoes de C, difficile con la antitoxina del VéI
(Anaerobe Laboratory, Virginia Politechnic Institute) por el método de
inmunoelectroforesie, de lo que se desprende que estin presentes en es-
ta prgparacién, varios anticuerpos ‘ademds de la antitoxina, que es la
que se ha empleado en los trabajos ya mencionados. {191,228,231)

Por otro lado, utilizando la toxina A purificada, oe observa -ue la can~
tidad minima detectable es de 30,g/m1. 1o que equivale a un titulo de
citotoxicidad de 104; sin embargo, una nreparacién cruda de toxinzs A y
B podrfa tener un t{tulo de citotozicidad de 107 o mis, Generalmentc las

miestras que se analizan tiencn titulos de citotoxicidad entre 103 7 104



62

por lo que la toxina A no puede ger detectada en erte caso. £i ce toma

#n cuenta gue las preparaciones de la toxina B con tftulos ciioidricos

8

de 10° dzn une reaccién negativa por CIU, =e llega a la conclucidn ue

en realidad se nstdn dermoctrando los antigenos de superficie de 7, diffi-

nile y no sus toxinae, (231)
Yo obstante, varios de los trabajos menclonados coinciden en afirmar

cue la técnica de SIS en la deteccidén de la toxina de 3. difficile es po

tencialmente 1Wtil, oiempre que se logre producir un anticuerpo especifi-
co y sumertar la mensibilidad del método en general. (81,95,193,231)

Por otro lado, Ryen y cols han argumentado que si estos autores no son
capaces de obtener los resultzdos que €1 ha reportado es porque la téeni
oa gue él propone no ha uid9 ceguida fielmente. (199,216)

Fn otro estudio en que te evaliz este método respef;'to al de referencia,
cue ee el ensayo de citotoxicidad, en 471 muestrar fecales, la sensibi-
lided y esvecificidad de la CIE fué baja, pero se indica que puede Eer
1itil como una prueba presuntiva en la gue un resultado negativo es un
buen indicador de la ausencia de la toxina. (240)

La enterotoxina de C. perfrintens puede detectarse por CIN. Se encuentra
una relacién lineal e’ntre la concentracidn de enterotoxina y el tftulo
de la toxina obtenido por CIT y determinade por la mis alta dilucidn de
la misma cue produce una banda de precipitacién. Esto permite la cuanti-
ficacidn de la enterotoxina basdndose en el titulo obienido con una pre-
Daracién estdndar de concentracidn conocida. (156)

Utilizando CIN, el limite de deteccidn es de O.Z/ug/ml, giendo la senci~
bilidad mayor que en otros nélodom que Se emnlean como la electroinmuno~

€ifusién (I.D}g/'ml), 1a difusién simple (3.0)15/m1) ¥ la formacién de
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eritema en animales (3.8}@;/!::1). (156) Esta técnica Ge ha aplicado en
la titulacidn de la antientarotoxina, la deteccién de la toxina en ey~
tractos de alimentos y en sobrenadantes de cultivo, con 1o que se nuede
clagificar a las cenas como altas o bajas productoras de la toxina.
(156)
En un estudio posterior realizado en individuos involucradot &n un bro-
te comprobado de envenenamiento por C. perfringens y en un grupo con-
trol, se aplicé la CIE para la deteccién de la enterotoxina en nuestras
fecales y de la antienterotoxina en suero. La enterotoxinz pudo demos-
trarse en muestras fecalec colectadas un dfa después de aparecidos los
sinfomae en loe pacientes. En contraste, la enterotoxing no fué demostra
da en muestras de individuos aparentemente sanos con bajo y alto riesgo
t%e exposicién al micrenrganismo o a su toxina, como tampoco en mestiras
;:olectadns 4 0°5 dfaa desouée del brote. Por lo anterior, la demostra-
cién de la toxina s0lo es posible si se realiza tan proto como se mani-
fiesta la enfermedad o en cultivos del microorganismo deshués de 24 ho-
ras, (157)

Se encontré un 100% de prevalencia"‘de la antienterotoxina en el suero de
voluntarioe con alto y bajo riesgo de exposicién, lo que sugiere que es
comin el contacto con esta bacteria o con la toxina preformada, 0 que
C. perfringens de la flora normal produce suficiente toxina como para
inducir una respuesta inmune sin que se prescnte la enfermedad. (157)
-La CIE ge ha utilizado para detectar anticuerpos ¢irigidos fronte a 3.
frggilis como una ayuda en el diarnédstico de larc enfermedades causadas
por este microorganismo. Se ha encontrade gque los anticuerpos puede de-

tectzrse siete a diez dfas despuds de vue se manifiestan los sintomas.
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Una prueba positiva por CIE indica infeccidn actual, pero un resul tado

negativo no es conoluyente. (167)
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IV TIDENTIFICATTON PCR ENCAYO THNUROTNIIFATICO

£1 ensayo inmunoenzimatico (81A) ha curgido coro una técnica cuentitnti-
va nara la deteccién de antigenos y anticuerpos. Utiliza reactivos inmu-
nolégicoe ligados a ennimar, unidos 2 una fzse sélida vor un~ serie de
reacciones antfgeno-anticuerpo y medidac por la reaccién enzimftica con
el sustrato. (28) Ya que una sola molécula de enzima ouede catalizar la
conversidn de una gran cantidad de moléculas de euetrato, el uso de una
enzima en el sistema nos da un aumento en la sensihilided del método,
(148,212)

Las enzimas utilizadas catalizan reaccionee que dan lugar & nrodustos
coloridos, que pueden medirse visualmente o utilizando un colorimetro,
La(disponibilidad de colorimetros para placas de nicrotitulacién ha he-
cho posible que este método pueda adantarse a trabajioe con gran nimeroc
de ruestras. (28,242)

El ensayo inmuroenzimitico ofrece las ventajas del radioinmunoensayo
como con la sensibilidad (de ng/ml) y unz medicién objetiva del resultc-
do, sin los problemas del manejo dé agentes radioactivos y el peligro de
radiacién, (148,242)

Por ectac ranones el enscayo inmunoenzimitico ha encontrzdo amplio uco

en la cuantificacién de antfgenoc bacterianoc, virzles, naranitarios y
'fﬁngicos, asf como también de inmunoglobulinas, hornonas, f4rmacoe, pro-
" teinas séricas y antfgenos tumorales. (28,51,242)

Un factor limitante de este método es que reguiere un mcyor tiempo de
brocedimicnto en comparacién con otros métodos como la inmunofluorsszen—

2ia, contrainmunoelectroforecis y aglutinzcidn en ldtex. (242)
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Las dos variantes mds ampliamente empleaﬁas del inmunoencsayo son la com-
petitiva y la no competitiva. (148,242)

El encayo competitivo con antigeno marcado se ha utilizado para la medi-
cién de moléculas pequefias como firmacos, hormonas y l{pidos en fluidos
corporales y generalmente no puede utilizarse en las enfermedndes infec-
ciosas, pues generalmente no se dispone de antigenos purificados en can-
tidad suficiente. (242)

Sin embargo, si pueden obtenerse anticuerpos en cantidades considerables
por inmunizacién con estos antigenos, utilizdndolos en enesayoe con anti-
cuerpo marcado con enzimas.

El EIA con anticuerpos marcados se puede realizar de una forma competi-
tiva o0 no competitiva, y en ambos casos es necesario separar el anticuer
po unido del no unido, lo que me logra inmovilizando uno de los reacti-
vos en una fase aélida como una placa de microtitulacidén o papel filtro,
(148,212)

La forma mis simple de un ensayo no competitivo se lleva a cabo uniendo
un anticuerpo a la fase sélida; despuée de la remocién del antiouerpo

no unido, se agrega la muestra a analizar en un amortiguador de pH y
fuerza ifnica apropiados, ademis de una fuente de proteina, con el obje-
tivo de saturar los sitios en gue no se ha unido énticuerpo y disninuir
asf la adsorcién no especifica de los inmunorreactivoe. (148,242)

El materizl que no ha reaccionado 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, siende la cantidad de antigeno propor

cional a la actividad enzimética, que se determina por la comparacién de



la reactividad de la muecstra problema con la de controles positivoe y
negativos apropiadoc. (242) Une limitacién de ects técnica es el ueo

de diferenten conjugados especificoe para cada entigeno, ti ¢ tora en
cuente, que la conjugacidén de los antiouerpos es dificil de llevar a ca-
bo. (148,212)

El sirtema indirecto evita este problema, ya que utiliza un segundo an-
ticuerpo no marcado y unn‘antiglobulina marcada dirigida frente a la eg
pecie en que se obtuvo el segundo anticuerpo. También puede utilizaree
proteina A estafiloobocoica marcada, en el caso de que el segundo anti-
cuerpo se prepare en una especie apropiada.

Usualmente el método indirecto es mds sensible que el directo debido a
que pueden reaccionar varias moléculas de antiglobulina oon';nn sola
nolécu;a de antiouerpo. (148,242) Sin embqrgoi]tiene ls d‘lventaja de
requerir antiouefpos obtenidos en dos diterenteﬁfespeoigs animﬁles. lo
que es necesario para prevenir interaccionee no especificas entre las
antiglobulinas marcadas y el anticuerpo unido a la fase sélide o con el
Primer anticuerpo, (242)

Otro método no competitivo, se bas; en la reactividad de clq con comple-

jos inmunes, € se une a la fase sélida y se hace reaccionar con la

¢
muestra problema previamente tratada con el antiouerpo especifico. Los

complejos antigeno-anticuerpo se unirdn a C, , no asi el anticuerpo li-

lq

bre y pueden detectarse agregando un ahticuerpo marcado especifico, en
‘una forma directa o una antiglobul ina marcede diririda contra lz ecpe-
cie en que se obtuvo el anticuerpo. (212,242)

Este método tiene la ventaja de ser mds rdpido, 8ain embargo, puede ser

inkibido por complejos ant{geno-anticuerpo endégenos, lo que hace decre
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cer la sensibilidad., Estos complejos pueden ser eliminados por centrifu-
gacién, oromatografia y abeorcién com Crqe (242)

En los métodos competitivos, un antfigeno purificado se une a la fasce
86lida y se hace reaccionar con la muestra previamente tratada con el
anticnerpo especifico marcado en una cantidad determinada, se¢ mide la
cantidad del antiouerpo gque no reacciona por su unién al antfgenc en la
fase sélida.

Este cistema tiene la ventaja de que no requiere tantos pasos de incu-
bacién como los ensayos no competitivos ¥y se emplea un solo anticuerpo
sarcado,

Ko obstante, la prcnenciﬁ de antiocuerpos en la muesira puede interferir
con la prueba dando un resultado falso positivo. El anticuerpo puede ser
eliminado por varias técnicas fisicoquimicas, pero en ese caso, el méto~
do no puede utilizarse como un ensayo ripido. Pueden emplearse técnicas
rdpidas de despaturalizacién de protefnas para eliminar los anticuerpos
presentec 86lo cuando el antigeno que se busca es un polisacdrido esta-
ble. (212,242)

Los métodos no competitivos muestran ser los mie sensibles de los ensayos
inmunocnzimiticos; los métodos con clq ¥ los no competitivos, son dtiles
en situaciones donde no ae.requiere una sensibilidad extrema y la forma
no competitiva ee muy lenta para ser cl{nicamente dtil. El1 método compe-
titivo sirve también en situaciones donde no puede obtenerse un anticuer
po altamente purificade pero si estd disponible un antfgeno purificado.
(242) '
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Conjugacién del anticuerpo con la enzima

21 rarcado de anticnerpos con neroxidasa f.é intro‘ucido nor lakene y
Pierce deesde 1967 utilizando 4,4°*-difluoro-3,3'~dinitrosul fona. También
£€e han encayado otros reactiver bifuncionales como carbodiimida, toluene
2,4 diigocianato, o-dianieidina tetrazotizada, benzogquinona y m-maleido
benzol=-N-~hidrosuccinimida. Avrameas en 1969 introdujo el glutaraldehido
para el mismo propésito. (64,146)

El procedimiento de conjugacién mds cimple en un solo naso, presenta la
desventaja de gque se forman simul tineamente polfmeroc de la inmunoglobu=-
lina y de la enzima y la proporcién del conjugado enzima-inmunoglobulina
que se obtiene es baja, por lo que se prefiere el método en doc pasos,
én el que la enzima se expone primero al glutaraldehido y después de eli
minar el exceso de éste, se tiene una enzima activada que reaccionz con
la inmunoslobulina, (28,64,148)

Si bien este método no parece gue aumente la eficacia de la agregacién
anticuerpo-enzima, definitivamente reduce la posibilidad de polimeriza-
€1i6n de la inmunoglobulins. (28,64,148)

En 1974, Nakane y Kawaii introdujeron un método de conjugacién més efi-
ciente, con peryodato. (64) E1 procedimiento consiste en la oxidacién
parcial de grupos oligosacdrido, que genera grupos aldehfdo, los cuales
Feaccionan en un segundo paso con los grupos amino alfa y epsilon de la
inminoglobulina para formar una base de Schiff, l1a cual se estabiliza
por reduccién con borohidruro de sodio. Los grupoes amino libres de la pe
roxidasa pusden ser bloqueados durante ambor pasos de la conjugacidén con

fluoronitrobenceno. Este método permite cbtener un 93 a 95% de la inmung
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globulina marcada con peroxidasa, lo cual es importante ya que la que
no fué marcaca conpite con el conjuéado por los sitios de unidn con el
antigeno; este blogueo aumenta, ademds, por el alto peso rmolecular de
los conjugados. (28,148) _

Las enzimas utilizadac en estos sistemas tienen un neso moleculor de
47,000 a 207,000 y al unirse gon la inmunoglobulina se modifica el si-
tic de unidén del antigeno con el anticuerpo y el eitio de unién de la
enzima con el suctrato por impedimento estérico. {242)

Despuée de la conjugacién, la actividad enzimdtica de los conjugados no
dieminuye significativamente si se le compara con la de las enzimas an-
tes de la conjugacién. Por el contrario, la capacidad del anticuerpo
nara reaccionar con el antigeno especifico suele ser menor gue en el
caso de los conjugacos fluorescentes, {64,148,212) por lo que solo es
adecuado para la conjugacidén el anticuerpo altamente purificado, logran—
do la afinidad cromatogrifica o la inmunoadsorcidn completa. (148)

Por otro lado, la reaccién se amplifica por la actividad relativemente
alta de la enzima, lo gue da una sensibilidad total o comparable, o aiin
mie alia, que la homéloga con anticusrpo conjugado a fluorescefna, (28,
64,148)

Otros métodos reaucen significativamente la pérdida de actividad de an-~
ticuerpo y de enzima. Uno de ellos involucra la conjugacién de una coen-
2ima de bajo peso molecular 2} anticuerpo; después de la reaccidén anti~
geno-anticuerpo, la enzima se unird a su coenzima, con lo que puede
cuantificarse la reaccidn. La cosnzima interfiere en menor gradoc con la
reaccién antigrno-anticuarnn, puede conjuzaree al enticierpo por méto-

dos simples que no reguieren agentes de unidén potentes; ademds, puede
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Bnr separads del conjugado por didlimis. (28,212,242)

El sistema oon cofactores mis utilizade ez el de avidina-biotina. Esta
Wtima es unz coenzima de peso molecular de 244 que puede unirse a anti-
Suerpos por técnicas sencillas que utilizan biotinil-N-hidroxisuccinimi-
da, Despuée de gue el anticuerpo unido a bintina se adhierc a la fase 88
iida, Be agrega la enzima marcada con avidina o un complejo que conciste
de avidina marcada y enzima marcada con biotina. (28,212,242) Ya cue la
avidina tiene una alta afinidad por la biotina, el conjurado avidina-en
zima e unird eficientemente al complejo antigeno-anticuerpo biotina,
(212) Ademis, como la molécula de avidina puede unirse a cuztro molécu-
lag de biotina, el eistema ofrece la posibilidad teérica de una sensibi-
lidad aumentada debido a las interacciones miltiples avidina-biotina.
(212,242)

Otro método que se ha utilizado es la conjugacién de la proteina A esta-
filoclocica, que se une por simple agitacién a pH neutro, a la rracéién
Fo de la infmnoglobulina de varias especies animales, lo que interfiere
poco con la unién del anticuerpo por la regién Fab al antigeno.

La conjugacién de la enzima a la pgoteina A conlleva a una pérdida rela-
tiva de sus actividades espec{ficas, lo que puede superarse por la unidén
de la prote@na A a un anticuerpo antiencima. (28,212)

Esto ltimo har{a del sistema el mds simple y rdpido de los enpsayos no
competitivos, ya que involucra la mezcla de los reactivos bajo condicio-
nes definidac de pH y temperatura, siempre que se tenga un anticuerpo de
‘una especie y subclase, capaz de reaccionar con la oroteina A del estafi
lococo, {212,242)

Los métodoe que hacen uso de una vinculacidén por reacciones inmunes en-
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tre el anticuerpo y la enzima fueron introducidos por Mason en 1969, y
8e basan en el uso de una molécula puents para acoplar el anticuerpo
primario, especifico para el antigeno, a la enzima. Ambos anticuernos,
el primario y el antienzima se obtienen en la miema especiej como puen-
te entre estos dos anticuerpos ss utiliza un anticuverpo especifico para
la immunoglobtulina de ecta especie animal. (64,148)

Es esencial que el segundo anticuerpo estd presente en exceso, para per=
mitir que uno de los sitios de combinacién quede libre para la reaccidn
con el anticuerpo antienzima. (64,148)

De esa forma los sitios de unién con el primero y el tercer anticuerpo
son practicamente iguales, de tal forma que si el segundo anticuerpo lle
rFara a unirse no especificamente a otro antigeno, no reaccionaria con el
anticuerpo antienzima. (64)

Sterbarger introdujo el uso de complejos enzima-antienzima, lo que aumen

ta la sensibilidad ya que disminuye la reversibilidad de la reaccién.

(64)

Enzimas

Las enzimas utilizadas ocomo marcadores deben cumplir con varios requisi~
tos para ser empleadas como tales: ser estables en las condiociones del
ensayo, tener una actividad espec{fica alta, no estar presente en los
liquidos biolégicos en concentraciones gue interfieran en el andlisis y

estar dieponibles en un alto grado de pureza a un cogto moderado. (28,
148)
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Las enzimas de uso nds comin son la peroridasa de rédbano, focrfatasa al-
calina, P—galaétosidnaa 7 mlucosa oxidara. (28,51,242) te han utilizado
la P—D—galactonidaea 7 glucoamilase en métodos espectrofluorocétrices y
la acetilcol inesterasa con JH-acetil colina. (148,242) La ligozima 7 deg
hidrogenasa slucosa-6-fosfato se utilizan en izmunoensayos enzimiticos
harogéneos. {28,148)

En la deteccidn de antigenos microtianos, lzs enziwas utilizades son la
peroxidasa y la fosfatasa alcalina. (242) La peroxidasa tiene un conte-
nido de carbohidratoe de 10-15%, lo que ofrece la posibilidad de llevar
a cabo la conjugacién con esta parte de la molécula, con lo que se logra
una nenor interferencia con la funcidén enzimdtica. (64)

Los conjugados con peroxidasa se conteminan con facilidad y son sensi-
bles a lop agentes bhacteriostdticos por lo que deben liofilizarse o alme
cenarse a temperaturas bajas. (238) Ademds, sme ha encontrado gue los sug
tratos que utiliza ests enzima, como la bencidina y lz o-fepilemdiamina
son carcinogénicos, 1o que restringe su uso. (51,238) Se han descrito
sustratos fluoreecentes para esta enzima, pero tienen la.de.ventaja de
ser inestablec., (242)

La fosfatasa alcalina es estable y resictente a la accién de sgentes bag
teriostdticor; varios sustratos pueden utilirarse con esta enzima, gue
no tiene problemas para su manejo, Puede obtererse con suficiente pure-
Za, pero a un rayor costo que la peroxidaea, pues proviene de una fuen~
.te animal. (212,242)

La’-—galactosidaea Y glucosa oxidaea tienen actividades especfficas meng
Tres, £in embargo, tieren lz ventaja de estar ausentes de los Fluidos cor

porales, por 1o que se les utilizz en encayos homogéneos, (242)
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Una forma de incrementar la actividad especifica efectiva de la reaccidn
enzimitica, involucra la wnién de dos o mds enzimas para producir una
reaccién amplificadaj haclendo uso de la reaccidén antigeno-anticuerpo

gue da lugar a la conversidn do aproximadamente 827 moléculas de C3 a c3b
¥ utilizando un anticuerpo dirigido frente a 03b marcado con una snzima
diferente, se pueden detectar concentraciones diez a cien veces menores

de antigeno. (242)

Reaccién _antigeno-anticuerpo

En los ensayos inmunoenzimiticos, la concentracién del complejo antige
no-anticuerpo es proporcional a la concentracién de antfgeno, a2 la con-
centracidn del anticuerpo utilizado y a la constante de afinidad del an-
ticuerpo., La sensibilidad depende en gran parte de la concgntracién del
anticuerpo y de la avidez de éste. (148,242)

En los ensayos no competitivos que involucran muchos pasos de lavado, la
constante de afinidad del anticuerpo es particularmgnte importante. Se
ha encontrado que anticuerpos que tienen una alta acti#idad en sistemas
en fame 1f{guida como fijacién de complemento, no funcionan en un ensayo
en fase s6lida por su baja afinidad por los antigenos. (27,242)

El segundo factor importante es la concentracidn del anticuerpo aspeci{fi
co; ya tue muchos antigenos microbianos no pueden ser purificados en
grandes cantidsdes, el anticuerpo obtenido, generalmente contiene canti~
dadec muy pequefizs de inmuﬁoglobulinas especificas, usunlmente diez a
treinta veces menores gue la concentrazidén total de inmunoglobulina.

(238) Adem4s, 1a concentracién de anticuerpo disponible estd limitada
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por lac propiedades de la fase BSlida} esto es importante ya que el uso
de anticuerpo a una concentracién por debajo de la constante de afini-
dad, da por resultado el cue BSole una fraccién del antigeno presente se
una al anticuerpo. (27,148,242)

Debido a las posibles reacciones no especificac, en los inmunoensayos

se deben incluir controles positivos y negativos apropiados, probando
cada muestra problema con suero inmune y no inmune, El antigeno especf-
fico se manifestard por un incremento en la reactividad con el suero in
mane, mientras que una actividad no especifioa eetard dada por reacti~
vidad con ambos sueros, el inmune y el no inmune.

El procedimiento anterior permite calcular la actividad especifica, ba-
sdndose en la diferencia de reactividad con‘gllcontrol negativo, lo que
expresa de forma exacta la cantidad de antfgeno, mis que la simple medi-
cidn de la densidad Sptica, ademds de aumentar la reproducibilidad y com
fianza del método. (238)

En teoria, los anticuerpos monoclonales serian 1& solucidn para tener
antiouerpos especificos en altas concentraciones, ya cue incrementaria
la gensibilidad y especificidad de.los inmnoensayos. En la prictica, se
ha visto que esto no se logra debido a las constantes de afinidad bajas
de estos anticuerpos; ademis, la especificidad dnica con antigenos que
tienen un solo sitio de unién no permitirfa que un segundo anticuerpo se

uniera en ensayoe no competitivos. (28,242)

Fijacién a la fase sélida

La unién del antigeno o del anticuerpo a la fase sélida se lleva a cabo
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por adsorcidén hidrofébica o por unién covalente. (51,148,242)
Para la adsorcién fisica se han utilizade superficies de litex, polies-
tireno, polivinilo y celuloasa en forma de tubos, discos, cuentas o pla-
cas de microtitulacién. (148) El método consiste en incubar una solu~
cién del reactive a una temperatura y por un tiempo adecuados; dependien
. do del reactivo, me agrega como fijador acetona o glutaraldehido para hz
cer permanente la unién con el acarreador. (51,148)
Al tiempo de utilizarse, el exceso de antigeno se remueve por lavados
con un amortiguador que contiene una cierta cantidad de proteina, como
albimina sérica bovina, con el objeto de Baturar los sitios remanentes
capaces de adsorber prote{nas y un tensoactivo como Tween 20 que arras—
tra cualquier reactivo unido débilmente, con lo que previens la adsor-
¢ién no especifica de reactivos sucesivos. (51,148,242)
Uno de los problemas inherentes al uso de fases sélidas, es que la can-
tidad de anticuerpo que' puede unirse eatd restringida por las propieda~
des fisicas de éstas, entonces, la limitaci6én en la concentracidn de an
ticuerpo resiringe la seneibilidad del método, por lo que se ha buscado
incrementar la capacidad de unidn de los reactivos en varias formas,
(242)
Entre los métodos para unir quimicamente los antigenos o anticuerpos a
una fase sélida estd la insolubilizacién de proteinas por polimerizacidn
por medio de azgentes de unidn cruzada cowo glutaraldehido y carbodiimi-
das y la conjugacién quimica de proteinas a celulosa, con grupos funcio=
nales p-aminobencil y dromoacetil gque reaccionan con los residuos tiro=-
£il y los grupos amino de las protefnas, respectivamente. (148,212)

Un derivado de uso amplio es una matriz de carbohidrato activada con bro
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muro de cianéreno, que a pH neutro sc conjuga con faoilidad a proteinas.
(148)

Sin embargo, una desventaja de este tipo de fasee s6lidas ec que tienen
una capacidad de adsorcidn no especifica aumentada, con lo cual la eepe-
cificidad del método se ve disminuida., (242)

Para ser \itil en el diagnéstico de las enfermedades infecciosas, el inmy
nocnsayo enzimitico requiere una mayor sensibilidad aunada a un menor
tiempo d& procedimiento, lo que puede hacerse aumentando la actividad
.del conjugado anticuerpo-enzima, la especificidad de la reaccidén antige~

- no-antiouerpo y la sensibilidad de la reaccién enzima~sustrato. {148,

212,242)

Aplicacién en el diagndstico de anaerobios

‘

Se ha demostrado que los complejos de la membrana externa de varias espe

cies de Bacteroides contienen antigenos eapecie-especificos:que pueden
demostrarse por ELISA. (176)

Utilizando un ELISA indirecto, que emplea como antfgenos, complejos de
1a membrana externa removidog con EDTA y sueros dirigidos frente a célu-
lac viables de 21 especies de Bacteroides, se encontré que una alta pro-
porcidn de las especies poseen antigenos especfficos de especie, con .
reactividad crnzada.poco significativa. (179)

Eete airtema nos da una representacidén v4lida de todos loe antigenos pre.
sentes en la superficie de células completas, gque incluyen protefnas,

lipopolisacdridos y material cupsular. Ya que se utilizan diluciones
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muy alins del suero, no ce detectan moléculas ~7ue pueden dar reaccién
cruzada, ocono el lipopolisacirido, pues tienen una baja afinidad‘por
los anticuerpoe, (179) |

Zn un estudio pocterior de los antigencs de la superfioie celulzr de

E- fragilis, ee demost{ré que los carbohidra?os son los antfgenos nredo~
minantes de la reaccidn cruzada y que la mayor parte de esta actividad
eotd pregente en el lipopolisacérido. CQn el TLISA se detectan también
ant{genos termoldbilee precipitables comunes a todas las cepas proba-
das. (32)

Los resultados indican que es posible identificar los antigenos de su-

perficie empeoie-especificos para muchas especies de ﬁacteioides, espe

.oislmente dentro del grupo B. frgg;l:le. Esto ya se ha logrado en el ca-
80 de B, yulgzatus, en que el antigeno espec{fico de especie es la pro-
tefna de la membrana externa y para B, fragilis, donde el polisacirido
capsular aparece unido a la membrana y, por lo tanto, es auecoptibla de
investigacin por ELISA. (181) ‘
Reoientemente se ha descrito un método de ELISA para las eapecies ora-
les de Bacteroides, que puede utilisarse después de tener los ocultivos
en placa. Consiste en aplicar una suspensién de célules tratadas con
formaldehfdo, a partir de placas de agar sangre o de medio de cultivo
l{quido, en placas de microtitulacién, seguida de fijacién con glutaral-
dehfdo; 1a identificacién se realirza agregando suero especffico conjuga-
-do a peroxidasa. (44) Se demostré que los suercs reaccionan sole con las
cepas hom6logas y que no se presentan reaociones oruzadas con otras espe
cies de Bactercides, Musobacterium y Capnocytophaga. (44)

Tolken y cols (1981) reportaron un ensayo inmunoenzimftico para 1a.,dcteg
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0ién de 1a toxina de C. difficile, Comparando este método com el cultivo
anserobio y las pruebas de citotoxicidad en 277 muestrac de pacienten
con colitis o gastroenteritis asocianda a antibibticos, 11egén a la con-
clusifn de que este método es una alternativa dtil a los métodor conven
cionales de identificacién. (243) En ente primer ectudio no se mencio-

nan las dos diferentes toxinas A y B de C. diffioile. (213)

Utilizando antiouerpos purificados por cromatografia de afinidad, diri-
gidos contra la toxina A, es posible detectarla directamenie en presen-
cia de la toxina B, ya sea en sobrenadantes de cultivo o nmeﬁtras feca~
,les, (124) Se ha demostrado que la concentracién de la toxina A deter-
minzda por BLISA, correlaociona muy cercanamente con los t{tulos citot§
xicos de las toxinas A y B. (124)
‘En un estudio posterior en que se deteotan espec{ficamente las to:'cimq
A y B, se llega a 1a conclusién que determinando la presencia de ambas
se aumenta la nnaibilﬁhd del método hasta un 90%. {110) Se demosiré
que el ELISA para la toxina A es mis sensible que el de la B, comparan~
do ambos métodos con la prueba de citotoxicidad.
M.cm&a, en el ensayo para la toxina B, se enconird una baja reactividad
con cepas no toxigénicas que la adsorcisn del suero no puede eliminar,
(110)
En estudios #nterioms, la incapacidad de detectar la toxina en muestras
fecales se pudo deber a una desorcisn del anticuerpo de la fase sélida
. debida a enzimae proteolftioas, lo que puede evitarse con inhibidores
de eatas enzimas o agregando una fuente de proteina en el diluyente de
la muestra. (110,124)

La determinacién por ELISA de las toxinas A y B puede aplicerse en la
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ciones de paocientes, asi como para el diagndsiico.

Para la deteocifn de la toxina A de C. botulinum se ha reportado un
ELISA cue util iza anticuerpos producidos en animnles inmunolégicamente
tolerantes. De este modo se obtienen anticuerpos especificos para la
toxina A sin necesidad de purificacidn subsecuente. Bl suero obtenido
no presenta reactividad oruzada con filtrados de cultivos de variantes
no toxigénioas de B, de lon C, D, E, P y G, nl ocon otra; especies de
Clostridium incluyendo C. sporogenses,

8in embargo, se encontrS§ una coneiderable reactividad cruzada con cepas
toxigénicas de tipo B. Se ha encontrado que C. botulinum ¢ipo A produce
tres toxinas progenitoras (125, 163, 19S) de las cusles solo dos estdn
gnociadan oon 6] tipo B, Las toxinas derivadas al escindirss la toxina
‘progenitora 168, son la neurotorina y una hemaglutinina nc téxica, que
son especificas para cada tipo, pero los componentes no toxigﬁniooé de
108 dos tipos estdn relacionados inmunolégicamente. (39)

En ecte estudio ol ELISA se comparé ocon el biosnsayo en ratones: el mds

bajo nivel detectado por ELISA corresponde a menos de 10 DLgge (39)

Nés tarde, los mismos gutores evaluaron la exactitud diagnbstica del
8étodo en casos de botulismo infantil. Esta prueba fué positiva em to-
das las muestras confirmadas convencionalmente, o sea por cultivo y en-
8ayo de letalidad en e) ratén. (41)

Los resultados positivos por ELISA en muestras que resultaron positivase
por cultivo, pero en las que la toxicidad se evalué cemo no especifica,
Ya que no podfa ser neutralizada por su respectiva antitoxina, sugieren

que el ELISA puede ser mis fidedigno en algunos casos gque el ensayo en
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animales, La especificidad del método fué de 96%, al probarse nuestras
fecales de infantes y de casos en que se sospechaba una intoxicacién
alimentaria, que fueron negativos en el bioensayo. (41)

Se propone el método de ELISA como una prueba presuntiva para la presen
cia de las toxinas de C, botulinum en muestras clfnicas. (46)

A partir de un aislamiento selectivo de C. botulimum utilizando el me-
dio CBI que contiene oicloserina, sulfametoxazol y trimetoprim, es posi
ble hacer las pruebas de ELISA y el bioensayo en el ratdén a partir de
oolonias lipasa positivae tfploas que aparecen en 24 a 48 horas, El pro
ceso completo puede hacerse en 2 a 3 dfas comparado con 7 a 14 dias que
tarda si se hace el cultivo convencional y poeteriormente las pruebas

de toxioidad. (40) .,
Ic;torman's ha reportado la identificacifn de la toxina E de C. botulinum
a partir de oultivos de enriquecimiento. Con esta téonica puede detec~
tarse una cantidad de toxina eqnivalonie a BOILSO.

El suero dirigido frente a la toxina derivada del tipo E utiligado para
Tevenotir las placas de microtitulacién se obtuvo en conejos y, como
segundo anticuerpo, un luero'tri;aiente (a, B y B) obtenido en caballo,
Por lo que se observa en este ensayo uns fuerte reactividad oruzada con
C. botulinum tipo A y B. (162)

Se ha desorito *Embién un ELISA para la deteccién de la toxina de C. bo-
tulimum tipo G, que en afos recientes se ha involuorado en casos de muer
"te mibita. Este método puede detectar 1 DL5° ¥ en 61 no se observan reac
ciones cruzadas con C. botulimum tipo B, C, D, E y P o con C. sgorogexies,
pero sf con preparaciones acidificadas de C. botulinum tipo A, También

algunas cepas de C. subterminale presentan una reactividad no espec{fi-
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ca, esto puede deberse a que tienen caracterfsticas metabSlicas y fisig

1égicas muy cercanas a €. botulinum tipo G. (120)

La gencibilidad aumentada de ssta idcnioa respecto a las otras técnicas

de ELISA para las toxina A, B y E de G, botulinum se debe a que se usan
;nticuerpos IgG purificados por cromatograffa. (120)

La enterotoxina de g;. perfringzens puede detectarse por ELISA en una oon-
centracién de 0.01-12 /ug/g de heces. Al evaluar el métado en verios bro-
tes de intoxicacién por alimentos, posiblemente ascciados oon 0. perfrin-
gens, ge anconird una oorrelacién cercana entre la deteccién de la ente-
rotoxina en las heces, y la prueba de prbduccién de la toxina & partir
de cepas aleladas de las heces y del alimento scspechoso.

21 método de ELISA, en este caso, mostrS ser mis sensidle que los ensa<
“yos biolégicom utilizados para demostrar la enterotoxina, oomo gon las
pruebas de oitotoxicidad en diversas lineas celulares. Por otro lado,
los ensayos de letalidad en animales no son adecuados para probar mues-
tras fecales o sobrenadantes de cultivo, ya que se presentan interferen
cias con otras sustanciss presentes an estan muestras., (163)

VYisoidi y cols reportaron un método de ELISA para cuantificar antiouer-
peg dirigidos contra las toxina A y B de C. difficile. En pruebas de

- inhibicién o bloqueo con ELISA, la toxina A solo puede mer neutralisada
por la antitoxina Aj; sin embargo, con los antiouerpos anti~B, es parcial
mente inhibida por protefnas derivadas de una ospa nc toxigénica. (221)
Los antiouerpos dirigidos conira las toxinas 4 y B mostraron una correla
cidn cercana en los tftulos de anticuerpos obtenidos por ensayos de cito
toxicidad, Se sugicre que el ELISA es un m§todo sensible y especifico

para determinar la prevalencia de anticuerpos en la poblacién y para es~
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tudiar la respuesta inmune en pacientes oon enfermsdad inducida por C.
digficile. (221)

En un estudio posterior, se encontr$ que pueden deteciarse anticuerpcs
dirigidos contra la toxina A en el 64% de las personas mayores de 2
aios y en el 19% de sujetos menores de eeta edad; anticuerpoc dirigi-
dos contra la toxina B se detectan en el 66% de las PEYEOnAS Ba/Ores

de 6 meses y en el 33% de las perscnas mencres de esta edad, (220)
Bstoo datos coinciden con el hallazgo de cue en la infancia ocurre una
colonizacidén con C. difficile y de que existen niveles altos de toxina
on esta etepa de ls vida. (121,222,218,75) Los individuos con enferme-
dad debida a C., difficile desarrollaron respuestas serolégicas a una o
& ambas toxinas, observéndose incrementoes significativos a una o a las
dos toiinas, dependiendo de los diferentes pacientes., (220)

Utilizando un ELISA en el que las toxinae purificadae ee adsorben a la
fase s6lida, se han reportado anticuerpos de la clase IgG pero no IgA o
IgM, en el 58% de loe pacientes con diarrea asociada a entibibticos y
con colitis pseudomembranocsa, encontrdniose en el 7% del grupo oontrel.
(124) Se observs que una falta de :i‘espuesta insunolégica en el ELISA se
correlaciona con una colitis m&s severa. {4) |

Por una técnica de neutralizacidn de la citotoxicidad, ee encontraron
anticuerpos neutralizantes para la toxina B pero no para la A en el 21%
de los pacientes, en este caso no se encontrarcn en el grupo control.
88 vi6 que el ELISA es més sensible que la prueda de neutralizaciénm,
ademds de que los anticuerpos pueden detectarse en la tercera semana de
la enfermedad, mientras que los anticuerpos neutralizantee aparecen des-

pués de 5 semanae. {4)
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Se ha descrito un ensayo immunoenzimiiico para la deteczién de anticuer-
nos dirigidos frente & la enterotoxina de C. perfringenc. Bote método
resul ta mic sensible que la inmunodifueidn y la hemzglutinacién paciva
para la medicién de anticuerpos en esiudios epidemioldgicor de brotes
por intoxicacién alimentaria. (160)

Utilizando el lipopolisacArido purificado de B. frazilis en un método
de ZLISA, es pocible detectar niveles de Igl especifica en pacientes
con una infeceidn clinica evidente. (185) Esto puede interpretarse cono
una respuesta anamnésica si se toma en cuenta que se encuentran anti-
cuerpos principalmente de la clace IgM en sujetos normales, e incluso

en nifios. (66)

Sin embargo, otro reporie indica que utilizando el lipopolisacarido en
‘;1 ELISA, no se obtienen resultados satisfactorios debido a la gran can-
tidad de serotipos relacionados con el antfgeno O y propomen que se uti-
lice el complejo de la membrana externa como antigeno. En este caso las
reaccionec heterSlogas se reducen y se cubren mds serotipos de especies
de Bacteroides; ademée, se encontré que los biotipos correspondfian a los
serotipos ‘identificados. (1716)

Mansheim y Kasper desarrollaron un ELISA para detectar anticuerpos diri-
gidos contra el polisacdride capsular de B. asaccharolyticus, Los resul-
tzdos sugiercn que se forman anticuerpos sistémicos difigidos frente &
ecte microorganismo despude de infecoidn periodoﬁtal y durante expoei-
cién prolongada al mismo en el 1ab§ratorio. Las ventajas de este ELISA
son la simplicidad del método y la capacidad de detectar IgG especifica
en cantidades de nanogramos; ademds de que podria adaptarse a lz medi-~
cién de IgA secretoria, 1o que podria ayudar a entender la patogénesic

de esta bacteria en infecciones periodontales. (130)
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V  IDENTIFIZACION POR CROKATOORAFIA

La eromatografiz la empleé por primera vez el botdnico ruso K. Towett
en el afio 1906, quién describié la separacién de pigmenfos extraidos
de las nlantacs con acetona mediante columnas de adsorbentes ineriec.
Los pigmentos individuzles pasan a travée dé la columna a difererntes
velocidades y £e separan unos de otros, dirtinguiéndose fdcilmente co-
mo bandas coloridac, de donde viene el nombre de crometograffa, del
griego chroma-color y graphia-descripeién. (9)
Actualmente el término cromatografia se aplica a los métodoc de separa-
cién fisica en los cuales los componentes de una mezcla se distribuyen
gntre dos fases: una estacionaria, que puede ger un 86lido o un 1fqui-
&o adsorbido en un s6lido y una fase mévil que puede ser tanto un gas
como un lfiquido due fluye continuamente a través de la fase estaciona-
ria, constituyendo un sistema dindmico en el que las fases se confunden
en un proceso de interfase en cambio continuo. (9,199.203)
Los diferentes tipos de cromatograffa se basan en uno o mic de los cua-
tro principios fisicoquimicos de aésorci6n, fracoionarmiento, intercambio
. 16nico y exclueién molecular, que determinan el grado de particién entre
la fase mévil y la estacionaria. (199,293)
La sevaracién puede aplicarse al andlisis quimico detcctanio cualitativa
¥y cuanfitativamente los componentes una vez scparaos, COL0 une foras de
" obtenerlos a partir de su mezcla, siendo éste el objetivo de la cromato-
grafia preparativa. (9)
De acuerdo con las fases mévil 7 estacionaria existen en cromatosraffa

cuairo posibilidades: 1fguido-lfcuido, gae-lfquido, lf-uido-sélido 7
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ras-sblido.

En la cromatograffa de adsorcién la fatce estacionaria es un sdlido fina-
mente dividico; el soluto compite por los sitios sobre la superficie
del sélido con el eluyente. El gradoc de retencién dependerd del tamafio,
forna y carga eléctrica de la molécula. (9,199,203)

La cromatografia de fraccionamiento se basa en la distribucién de los
componentes entre dos fases no miscibles. Generalmente el medio que sir-
ve de soporte ertd cubierto con un componente de la fase estacionaria,
que ee un lf{yuido orgdnico polar o bien, agua.

La fzse m6vil puede ser un disolvente puro o mezcla de disolventes, de
polaridad diferente a la del lfquido estacionario, de modo que ambos
.secn inmiscibles, Usualmente el m&s polar de los disolventes estd incor
poraic sobre el soporte sflido y funciona como fase estacionariaj; en la
cromatografia en fase inversa, se utiliza una fase estacionaria no polar
¥ una fase mévil polar. (9,199,203)

Martin y Singe en 1941 desarrollaron la cromatog;;{ia l{iquido~1iquido

al utilizar una fase estacionaria l{quide, adsorbida a un soporte iner-
te. (9,199) En aguel tiempo la identificacidn de pecueiiae cantidades de
sustancias separadas era diffcil, por lo que se hizo mds amplio el uso
de la cromatograf{a bidimencional, ya fuera en papel o en capa fina.

¥is tarde, al intentar promover la separacién de compuestos ibnicos apli

cando un campo eléctrico, se desarrclld la electroforesis en papel o en

capa fina. (9,48)

»
La técnica cromatogrdfica mde recientemente desarrollada, la cromatogra-
fia de gases, fué descrita por Kartin y James en 1952 y se ha convertido

en uno Jde los métodos mis ampliamente utilizados, particularnente para
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mezclas de gaces o para s6lidos y ligquidos voldtiles, debldo a su alta
resolucidén y sensibilidad, asf como a la rapidez del anflisis. (2,199)
En los dltimor afios se ha renovado el interés en las técnicas de croma-
togra}ia 1licuida, debido a la nueva instrumentacién, nuevo empacado de
las columnas y un mejor entendimiento de la teoria cromatogrifica. Un
ejemplo de ello es la cromatograsffa liquida de alta resolucién, que es

el métode de cleccidén en la separacién y andlisis de muesiras no vold-

tiles o inestables térmicamente. (9)

Cromatografia en columna

La fase estacionaria estd sostenida en un tubo de vidrio o metal, cu-
bierto en un extremo y cerrade con una llave o cilindro de vidrio, La
muestrz se introduce en la columna y la fase mévil se obliga a pasar
a travée del s6lido bajo presién, o bien se deja percolar a través de
é1 por efecto de la giavedad. S; colectan lae fracciones del eluente
en diferentes tubos para su andlisis posterior.

Pueden utilizaree para este propésito recolectores automfticos de frac-
ciones, cuyo uso se basa en difercntes criterioe como tiempo de elucién,
recuento de gotas o medicién del volumen,

En condiciones cromatogrificas estandarizadas, las mismas sustancias
tendrdn siempre el mismo tiempo de elucién, pardmetro que puede emplear

ge para la identificacién de los compuestoe. (193,203)
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Cromatograffa en capa fina

La geparacién se produce sobre une cana de un s86lido finamente dividido
que se ha fijado sobre una superficie plana. En este caso, lz fase mévril
se decplaza a travée del sélido, ya sea por accidr capilar o bajo la in-
fluencia de la gravedad. Los adsorbentes oscilan de un grado méximo a
minimo de adsorcidén, con lo que su poder de fraccionamiento es mis apre~
ciable.
Como fases estacionarias pueden usarse la alimina, éel de eflice, celi-
ta, celulosa y tierra de diatomeas.
La muestra se aplica con una pipeta capilar a la superficie seca o acfi—
vada de la pléca; después de evaporar el disolvente, se desarrolla el
cromatograma por medio del flujo del eluyente en un medio cerrado para
prevenir la evaporacién. El revelado puede llevarse 5 cabo utilizando
sustancias corrosivae como el dcido sulfirico cuando se utiliza un adsor
bente inorgénico, o puede intentarse la identificacifn presuntive direc-
tamente en la placa por reacciones quimicas ecpecificas. Adicionando
al adsorbente silicato de zinc y sulfato de cadmio, pueden demostrerse
manchas de color negro no fluorescente al aplicar lur ultravioleta de
onda corta (254 nm). La lugz ultravioleta de onda larga (357-366 nn) pue-
de aplicarec para provocar la fluorescencia en materiales que absorben
la onda larga y emiten‘luz visible, cuando no se utiliza indicador en
- el adsorbente,
La trayectoria de un componente en el sistema cromztogrifico se define
¢oro un factor de retardo o Rf, que es el cociente de la distancia que

el rnoluto ha emigrado, entre la distancia que el disolvente ha recorri-
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do. El Rf de un compucsto es una caracteristica constante, si las condi-
cionet no varian. Sin embargo, yz que frecuentemente es dificil reprodu-
eir las condiciones de la prueba, se utiliza un patrén interno, al que
ge refiere entonces la distancia recorrida por el soluto. Se puede hacer
un andlicis semicuantitativo, si se incluyen éoluciones patrén de dife-
rentes concentraciones y aplicando la densitometria de darrido directa-
mente en la placa o del negativo de una fotografifa de la placa. No obs-—
tante, la cuantificacién es mds exacta cuando se realiza el andlisis
quimico de las manchas separadas y extraidas con algin disolvente. (48,

170,199,293)

Cromatograffa en papel

El medio de separacifn es una hoja o tira de papel de filtro grueso. Por
lo general se emplean papeles especiales de elevada pureza y con caracte
risticas reproducibles en cuanto a porosidad y grosor, La muestra se de=~
posita a pocos centimetros del extremo de 1la 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 cromatografia descendente, o por
dedajo en la cromatografia ascendente. La fase mévil se mueve por capi-
laridad sobre la muestra causando la separacién de los corponentes de
ésta en manchas individuales en el papel. A menos que las sustancias
Bean coloridas por ei mismas, las manchas deberdn descubrirse por una
reaccién quimica, que generalmente sugiere la naturaleza de las sustan-
¢ias separadas. Se utilizan indioadores fcido-base para los 4cidos orgd-

nicos, nitrato de plata en medio alcalino para los azfcares reductorec
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Y ninhidrina para leos aminofcidos. La unidad de medicién ec el Rf o la
somnaracién dirscia son sustancias conosidas. La cuantificacsidn puede
realizaree por densitometria o por clucidn seguidn de andliciz quirico,
En la cromatograffa an panel intervieren, tanto el nrincipio de adeor-
cidn coro el de fraccionamiento, ya que el medio es unz ratriz de celu-
loca rodeada de una capa de agua. Sin embargo, ec voeible hacer que
oiros 1iquidos desnlacen el agua, proporcionando un tipo diferente de
fage ectacionaria; el papel tratado con silicén o vacelina permite rea-
lizar la cromatografia en papel de fase inversa, en la cual la fase mé~

vil es un disolvente polar. (48,199,201,203)

Cromatografia de gases

Es similar en varios aspectos a la cromﬁfografia eﬁ columna, diferencidn
dose de ella en que utiliza un gaes inerte como fase mévil. La separacidn
ge basa en repetidos estados de equilibrio entre un gas en movimiento y
una fese estacionaria contenida en una columna de pequeiio di&metro. En
la cromatografis gas-sélido (CGS), la fase estacionaria es un sélido con
Wna gran drea de superficie, mientras en la cromatografia gas-liquido
(86L) estd constituida por un lfguido no voldtil sobre un sélido inerte.
(9,145,199)
Los gases y solutos no polares de gran volatilidad se analizan cominmen=
" te por CGS, mientras que la CCOL puede aplicarse a un mimero mayor de com
pueetos, siempre que éstos alcancen la temperatura de ebullicibn sin des
componerse. {199)

Un crometégrafo de gases consta principalmente de un dispositivo ingec—
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tor, la columna, controles de temperatura y de flujo del gas y un regis-
trator-detector. Una pequejia cantidad de la muestra se inyecia en la co-
lumna, mantenida a una cierta temperatura. En el dispositivoe inyector,
un calentador vaporiza las moléculas que son entonces traneportades por
el gac, a través de la columna, para su fraccionamiento. Los componentes
voldtiles pasan a través de la columna a diferentes velocidodes, por lo
que son elufdas a diferentes tiempos. Un detector puede determinar la
presencia y cantidad de las sustancias que emergen de la columna. La am-
plificacién de esta scfial se registra en una tira de papel como una se-
rie de picos; la localizacidén de cada pico caracteriza a un componenté
especifico y su altura y eu drea estén en relacidén directa con su concen
tracidn relativa. (9,199,203)

Uno de los factores més importantes a considerar en la cromatografia de
gases o8 el grado- de,separacién que puede lograrse entre diferentes con-
ponentes en una columna dada y depende de varios pardmetros: dimensiones
de la columﬁa, temperatura, velocidad de flujo del gas acarreador, volu-
men de la muestra y.cafda de presidn en la columna. (145)

Las columnas ordinarias tienen aproximadamente 0.6 om de didmetro, adn
cuando pueden ser de mayor o menor d_iémstx-o, con ufa variacién de 4 a 190
mm. Las columnae con didmetro mayor tienen menor eficiencia y generalmen
te se utilizan en trabajos de preparacién. La longitud de la columna va~
ria desde 93 a 120 cm hasta cerca de 15 m en columnas ordinarias empaca-
das. 2n el caso de las columnas capilares, la longitud es mucho mayor.
En términos generalen, cuanto mis 1;rga es la columna, mayor es ¢l gra-
do de separacidn, adn cuando ecta relacién no es directamente proporcio-

nal. Lac columnas mis utilizadas son las de acero inoxidable o vidrio
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conl a4 mde longitud y un didmetro de 2 a 4 mm, que se empacan con
material granular de soporte. También pueden usarse tubos de otroe ma-
teriales como nfquel, cobre o aluminio. Las columnas de vidrio son fra-
giles, pero tienen la ventaja de ser ineftes ¥ son esenciales en el ani
lisis de compuestoB que se descomponen al contacto con metales calien~
tes debido a accifn catalftica. Esta tendencia es mis pronunciada con
columnas capilares que con columnas empacada, esto puede evitarse desag
tivando la superficie interior del tubo de vidrio por tratamiento con
gflice, en que son removidos los grupos polares que reducen la eficien~
cia de la oolumna. (109,145) |

Se pueden emplear muy diversos soportes sflidos y fases liquidas esta-
cionarias, La eleccidn depende bdsicamente de la naturaleza de los com-
puestios gue se desea separar, Generalmente se emplean fases estaciona-

. rizs sélidas para el estudio de compuestos voldtiles de peso moleoular
relativamente bajo, mientras que las fases 1iquidas se usan para sepa~-
rar moléculas un poco mayores. Se pueden emplear varias faces sélidas
para separar gasee de origen microbiano, incluyendo aquéllos que contie-
nen azufre o nitrégeno. Entre las fases estin aldmina, carbono, gel de
sflice y polfmeros sintéticos orgénicos porosos como Porapak (@, P, Q8,
PS) y Chromesorb 101. (109,145,203)

Coando se utiliza una fase 1fquida, debe ponerse cuidado en que el sopor
te s6lido se haya tratado debidamente para dar picos simétricos, incor-
porando pequefias cantidades de dcido tereftflico o dcido foeférico en
lz fase 1fquida. (129)

Se emplean frecusntemente Carbowax 29 ¥, que es un polietilenglicol, ¥

vereiones modificadas de €1 como SP-1000 y AT-1000, que pueden ofrecer
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una mejor estabilidad térmica. FFAP, fase libre de acidoe grasos, que
e¢c un polietilenglicol modificado con dcido tereftdlico y AT-120) y
©P-1200, son adecuadoc para la separacidn de dcidog grasos haeta de seie
carbonos, Frecuentemente se emplean como soportes, tierrs de diatomeas
0 carbén grafitizado (Carbopak, Oraphtak), que ofrecen tanto estabili-
dad térmica como separacién Sptimas de los componentes cuando se¢ em—
plean con un 0.2 a 0.4% de las fases l{quidas ya mencionadas. (109)

Los metabolitos voldtiles neutros como los alcoholes, aldehidos y veto-
nas se separan ficilmente en polimeros porosos con las diversas resinas
?orapak ¥ Chromosorbd 101-~103, Como alternativae a éstos estdn SP-1000,
AT-1000, Carbowax 20 ¥ y carbowai 1520; este ltimo es muy empleado en
el estudio de alcoholes. Los hidrocarburos pueden ser cromatografiados
en una variedad de fases s6lidas, un ejemplo de éstes ee Carbopak o
ﬁraphtak suplementada con acido pierico. Para separar aminas de bajo
peso molecglar, Chromosordb 103 es una de las fases mis dtiles, éomo
también Tenax GC. Carbowax 20 ¥ o Deumvalt, unidoe a tierras de diato-
meas 0 carbdn grafitizado, dan una separaoién excelente de la mayoria
de las aminas., En este caso para evitar la formacién de colas én los
picos obtenidos se incorpora potasa a la fase 1fquida. (109)

El usc de columnas cepilares, especialmente la del tipo de sflice fun-
dido, se espera gue tenga gran uso en los préximos afios, debido a su
eficiencia‘mée alta y a su revestimiento externo de poliimida que la

. hace flexible y casi irrompidle, lo que la hace adecuasda para su usc en
trabajo de rutina. (109,159,151)

La temperatura a la cual se efectiiz la eeparacién de los componentes de

una mezcla, ecstdi detcrminada generalmente por dos factoress el grado de
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separacién que se considere sufieiente y un tiempo ragonable de andli-
6is, Por lo general, cuanto mis baja es la temperatura, mayor es la
separacién de los diferentes componentee; perc en cambio, el tiempo de
retencién de los componentes en la columna aumenta también con la dis~
minucidn de la temneratura. (63,149) A menudo se ha encontrado satis-
factorio trabajar a una temperatura cercana al punto de ebullicidn de
loe componentes,.pero en realidad debe determinarse una temperatura ép-
tima para cada ensayo en partioular. (145)

Las temperaturas de las columnae superan a la del ambiente, pero no sue~
len exceder los 300°C. En un principio se usaron colwmnas que tenfan una
temperatura fija, pero se han reemplazado con columnas a las que se pue~
de regular la temperatura, 1o que permite el andlisis de mezclas comple-
jas de solutos, en los que los constituyentee con un alto grado de ebu-
1licién puéden ser fraccionados, al mismo tiempo que también lo pueden
ser los cOnstituyentes.do punte. bajo de ebullicidén y mds fécil fraccio-
namiento. (63,149,186) Se debe considerar que la temperatura de la colum
na no sea tan alta que la fase estacionaria se volatilice de la superfi
cie del soporte inerte, Ademis, se observard en muchos cagos, que si la -
temperatura de la columna sigue aumentando, dismimuye la eficacia y la
columna resulta menoe dtil que a cierta temperatura Sptima, mis baja.
(145)

El tipo de detector que se utilice depende del tipo de compuestos gue se
investigan, Los detectores de conductividad térmica miden la conduccidén
calérica del gas que fluye y la comparan con la del portador puro, con-
Siderando que mientras mis grande es la diferencia entre estas dos medi=-

ciones, mayor serd la seflal que Be generej generalmente se emplea en el
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anflisis de gases y liquidos que tienen un bajo punto de ebulliciéa,
(145,199,203)

Con pocas excepcionee, como en el caso del dcido férmico y el formalde-
kido, los detectores ionizantes tienen una mayor sensibilidad cue los

de conductividad térmica en el anilisic de compuestos orgénicos. En
ellos, los componentes que salen de la columna son ionizados bien por
rayus‘P de una fuente radioactiva, o por oxidacién en una llama de hi-
drégeno. Loc detectores de captura de electronee dependen de la afinidad
electrénica de &tomos especificos y grupoe moleculares, y se lleva a ca-
bo después de la formacidn de derivados con reactivos gue contienen ha=
1égenos. (25,179) Con este tipo de detector, es posible analizar wetabo-
litos presentes en cantidades de picogramos.

El tipo de gas portador a emplear, permite también alguna seleccidn,
Los‘gases que se utilizan con mfs frecuencia son nitrégeno, hidrégeno,
helio, afgép ¥y didéxido de carbono. Al menos en parte, la selec§i6n se
basa en el factor econémico, pero un factor muy importante en ella ce

el tipo de detector empleado. En el caso del detector de conductividad
térmica se utilizan el hidrégeno yyel helio, ya que presentan una mayor
diferencia con los componentes a analizar. El hidrégeno podria ser una
mejor eleccién, pero suele precentar riesgos en cuanto a seguridad en ei
laboratorio, El helio es casi tan satiefactorio como el hidrééeno y ade-
mis no es combnatible, aunque por otro lado es diffcil de conseguir.
- (145,207)

21 detector de ionizacién de llama, que reguiere nitrézeno, aire e hidré
geno, tiene un intervalo de linearidad y una sencibilidad superior al

detector de conductividad térmica. Sin embargo, su uso requiere de un



96

renerador de hidrégeno, ya que el uso y almacenamiento de hidr6geno en
tanrues estd muy regulado en laboratorios y hospitales', (207)

El detector de argén requiere solo un gas inerte, el argbn, y es sensi-
ble a cantidades de picogramos, aunque tiene la decventaja por otro la-
do, de tener un intervalo de linearidad mds 1limitado que otros detecto-
TS, adends de que su sencibilidad puede reducirse en gran medida por
contaminacién con aire o vapor de agua. (207)

La diferencia de presifén en la columna es importante, ya que impone un
factor de correccidn sobre el volumen de retencidn. La velocidad del gas
ge logra aplicando una diferencia de preeidn, lo que puede hacerse & la
entrada o a la salida de la columna. Yo obstante, es mejor no tener una
presién de salida demasiado baja, casi siempre es la atmosférica y la

de entrada es algo mayor que ésta, empledndore relaciones de presién de
2 y cominmente se evita que pasen de 3, Para la seleocidén de la relacidén
de presiones han de tomarse en cuenta las dimensiones de la c¢olumna; en
las celdas de conductividad térmica, ademds, debe tomarse en cuenta que
una presién de salida reducida puede aumentar realmente la sensibilidad
del detector. (145)

El tamafio de la muestra para la mayorfa de los cromatégrafos es mis
bien pequefio, del orden de 1 a 100}11 para una nuestra liquida y del
orden de mililitros para una ruestra gaseosa. A medida que aumenta el
tanafio de la muestra, disminuye la eficiencia de la separacién. Por otro
lado, 8i se desea la deteccién de una cantidad muy pequefia de sustancia
en una mezcla, puede utilizarse una muestra de mayor tamafio, ain cuando
la separacién no sea del todo satisfactoria. La introduccién de la mues-

tra ha de ser rdpida y se utilizan generalmente microjeringas, que dan
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voliimenes reproducibles. (9,145,199)

Un cromatograma proporciona Bolo una informacién cualitativa acerce de
cada especie en una mueetra, es decir su tiempo de retencifén o cu posi-
c¢ién en la fase estacionaria despﬁés de la elucién, Bajo un con;jﬁnto de
condiciones dadas y con una determinada columna cromatogrdfica, el tiem-
po o el volumen de retencién son caracteristicos de un componente en par
ticular. En ciertos casos, dos o mds sustancias pueden piesentar el mis-
mo volumen de retencidn. Caei siempre se tiene una idea de los componen-
tes de la mezcla, con lo cual el tiempo de retencién resulﬁ. suficiente
para caracterizar a un compuesto en una mezcla. Una relacidn iitil en
Vcromatografia de gases, es el hecho de que el logaritmo del tiempo de
retenc?én con frecuencia es funoién lineal del mimero de &£tomos de car=-
bono de los grupos metileno o de otros grupos funcionales anilogos. (9,
145,199)

Cuando es necesaria la identificacién de las sustancias separadas, se
recogen en trampas frias a la salida de la columna y se analizan por
cuzlquier técnica fieica o quimica., lLa espectrometria de masas se util i
za cominmente en este caso, ya que :'es suficiente con una pequeﬁisima;
cantidad de muestra para el andlisis, En el espectrégrafo de macas 15
mestra se ioniza con un rays electrénico o con un gas reactivo cargados
el exceso de energia impartido al compuesto provoca su fragmentaciém y
los pesos de los fraginentos se miden en el instrumento y se registran.
Cada compuesto individual tiene un cuadro de fragmentacién diferente,
aungue grupos quimicos similares dan fragmentaciones similares. De ecta
forua puede determinarse la estructura, incluso la posicién de un isSto-

pe dentro de una molécula presente, en una mezcla compleja puede deter—
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minarce en niveles de nanogramos. (145,203)

El andlisis cuantitativo se basa en una comparacién, ya cea de la altura
de los picos o del 4rea bajo los mismos producidos por lés compuestos
analizados, en comparacién con uno o mds patrones. Si las condiciones
estin controladas, ambos pardmetros varfan linealmente con la concentra-
cifn, siempre que variaciones en la éolumna no alteren el ancho de los
picoe durante el tiempo necesario para obtcner los cromatogramae de la
mestra y los patrones.

Las variables que deben controlarse cuidadosamente son la temperatura de
la columna, la velocidad del gas acarreador y la velocidad de inyeccién
de lé miestra, ademis de evitar la sobrecarga de la columna, El efecto
de la velocidad de inyeccién de la muestra es particuiarmente critica
para los picos iniciales de un cromatograma. La inyeccién mammal con
‘una jeringa en ocasiones puede dar lugar a errores del 5 al 104.

Muchos inetrumentos cromatogrifico:z modernos estdn equipados con inte~
gradores de esfera y disco o integradores electrénicos que permiten una
estimacién preciea del #rea bajo los picos. Cuando no se dispone de un
equipo de este tipo, debe hacerse una estimacién manual, Un método sim-
ple que funciona bien para picoa.simétricos con un ancho razonsble, es
la multiplicacién de la altura del pico por su ancho a la mitad de la
altura. Otro método coneiste en usar un planimetro, o recortar el pico
5 establecer el peso en relacidén con el de una superficie conocida de
papel de regictro, (145,199)
La calibracién con patrones consiste en la introduccién de una serie de

: - : ; : »
foluciones de concentracibén conocida, de composicién aproximada a la

del problema, Se realizan los cromatogramas para los patronee y se gra-
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fican las alturas de los picos o cus dreas en funcién de la concentra-
cidn, con lo cucl debe obtenerse una linea recta que pasa por el ori-
gen. Para lograr precisidn es necesario repetir con frecuenciz lac cali-
braciones, ya que este método se ve afectado en gran proporcidn por el
volumen de la muestra y la velocidad de inyeccién de la misma. (199)

El método de normalizacidn del drea evita las incertidumbres relativas
a la ipyeccién de la muestra, Es necesario eluir todos los componentes
de la muestra, despuéc de lo cual se calcula el 4rea de todos los picos,
corregida por un factor de respuesta del detector a diferentes tipos de
compuestos. La concentracidén estd dada por el &rea de un pico en parti-
cular, dividida entre el drea total de todos los picos. (199,203)

El error producido por la inyeccidén de la muestra puede corregirse utili
zando un patrén interno. El método consiste en introducir uma cantidad
cuidadosamente medida de una suetancia que actia como patrén interno,
tanto en las muestras patrén como en las muestras problema, utilizdndose
como parémetro analftico el cociente del 4rea de los picos del analito
sobre 1a del patrén interno. Para que pueda llevarse a cabo, el pico

del patrén interno debe estar bienl.sepa.rado de los demAs picos y al mis-
mo tiempo cerca de los picos del componente gue se analiza. (199,139)

La mayoria de los instrumentos oromatogrificos modernos est4n equipados
con microprocesadores para el control de pardmetros de operacién tales
como temperatura de la columna y del inyector, velocidad de flujo del

" eluyente, tiempo de inyeccién de la muestra. Por tanto, los cromatogra-
mas pueden realizarse con poca o ninguna intervencién humana. Los ins-~
trumentos més completos son totalmente automdticos y pueden admitir un

cierto mimero de muestras. Después de cada andlisis la columna regresa
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a sus condiciones iniciales automaticamente, el portamuestras gira y se
toma una nueva muestra que se inyecta a la columna, el oromatograma que
Be obtiene se registra en la memoria de una computadora. Los datos se
presentan bajo la forma de una tabla en la que se indican los tiempos

de retencién y las adreas relativas de los picos.

Cromatografia de gases de espacio de cabega

En la cromatografia 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 sélido o ligquido. Una parte de la muestra se trans-
fiere a un vial de vidrio que se sella con una membrana de caucho, Des-
'pués de alcanzar cierta temperatura la fase de vapor del medio se éoleg
ta mamialmente con una jeringa o por téonicas automatizadas, inyectdn-
dose en la columna cromatogréfica. (109,134)

En el estado de equilibrio entre el liquidoe y su fase gaseosa, el 4rea
del pico cromatogrifico de un componente dbtenido por HSGC es proporcio-
nal a su presidn parcial de vapor. Esta puede incrementarse, aumentando
la temperatura de la muestra antes del andlisis. Sin embargo, cualquier
Cambio en este pardmetro estd limitado por consideraciones pricticas,
como el que no debe exceder el punto de ebullicién de la fase ligquida y
debe mantenerse constante, de otra forma se obtienen variaciones en los
picos. (107,108,109,134)

Para incrementar la sensibilidad de la técnica se agregan usualmente

electrolitos como sulfato de sodio anhidro que inorementa la concentra-

¢idn de los compuestos orgdnicos en la fase de vapor, disminuyendo su
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solubil idad en la fase liquida, (173,134)

La HSGC er aplicable al ectudio de nompuestos dcidos, neutros y dbisicos,
cono son &cidos grasoe y alcoholes hasta de ocho carbonos y aminéslhae—
ta de diez carbonos, gque pueden detectarse a>una temperaiﬁra de 75°c.
(106,108,134)

Es particularmente dtil para estudiar compuestos con tiempos de reten=
cidn muy cortos y que en otras técnicas cromatogrdficas pueden quedar
enmascarados por el pico del solvente. (106,107,134) De especial inte-
rés es el hecho de que la HSGC también puede aplicarse al estudioc de ami
ras sin pasos previoe de formacisn de derivados y extraccién. (108,134)
Se utilizan columnas de acero inoxidable o de vidrio y mis recientemen-
te columnaa capilares de eilice fundido. Entre las fases estacionarimss,
la FPAP es la més utilizada; también se he empleado SP=1200 y Porapak 2.
Esta \iltima es adecuada para el andlisis de alcoholes y dcidos mientras
Chromosorb 103 se emplea preferentemente en el andlisis de compuestos b4
gicos, Fn las columnas capilares se utiliza en ocasiones el dcido 1,15
ventadecanodicarbox{lico. Bl detector puede ser de conduotividad térmi-
C€2, aunque se prefiere el detector de ionizacién de llama por su mis al-
te sensibilidad, La identidad de los compuestos elufdes ee establece por
comparacién de los tiempos de retencién con patrones adecuados. La cuan-
tificacién exacta no es posible ya que los picos cromatogrificoe no re-
presentan la concentracidn real de los componentes en la mezcla. (109,

“134)

La cromatograffa de gases es una de las técnicas analfticas mic especi-
ficas y sensibles para estudizr los metabolitos voldtiles microbianos.

La identificacién cuantitativa de teles productoe puede dar informacidn
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que es dtil tanto en la identificacidén para propésitos diagnésticos, co-

mo para estudios taxonémicos. (109,111)

Aplicacidén en el diagndstico de anaerobios

La produccién de compuestos voldtiles por los mioroorganismos, depende
de lac condiciones del medio de orecimiento y del t{ipo de metabolismo
que lleve a cabo, ya sea fermentativo u oxidativo; incluyen diversa.s.
clases de compuestos como dcidos grasos, alcoholes, aldehidos, éstercs,
cetonas, amina:s ¥ compuestos conteniendo azufre. También pueden encon-
trarse diacetilo, acetoina, hidrocarburos de cadens corta, gases perma-
nentes como hidrdgeno, oxfigeno, monéxido y diéxido de ocarbono.

Bajo condiciones controladas de crecﬁiento, determinados géneros y, en
ocasiones determinadas especies, forman freouentemente combinaciones ca-
iacteristicas de metabolitos voldtiles. La mayoria de los anaerobios pro
ducen cantidades considerables de dcidos grasos de cadena corta, mien~
‘tras que los aerobios y facultativos producen relativamente pequefias can |
tidades de estas sustancias, por lo que se estudian otros de sus metabo-
litos como diacetilo, acetoina, aminas y alcoholes, generalmente por mé-
todos que requieren pasos previos de formacién de derivados y extraccién.
(31,109,235)

Fl andlisis cromatogrifico se ha aplicado al estudio de cultives y de
productos asociados a cambios inducidos por la infeccibn, directamente
en flufdos corporales. (109) Los procedimientos incluyen inyeccibn direg
ta de la muestra, extraccién con disolventes ¥ atrapamiento de los com-

ponentes voldtiles, seguida de desorcifn quimica o térmica en la técnica
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de HSGC, También se llevan a cabo reacciones de formacién de derivados
geguidas de extraccién con disolventes en el caso de compuestos menos
volédtilee o cuando la deteccidén se realiza por una téonica de captura

-

de electrones,

Andlisis directo sin extraceién previa

La inyeccifn directa del medio de cultivo dentro de la columna cromato-
grifica para el andlisis de metabolitos voldtiles fué descrita por Rogo-
sa y Love en 1968, quienss utilizaron un polimero sélido poroso como fa-
se estacionaria, estable en presencia de agua, El andlisis se realiza

en medios acidificados en los que las células se eliminan por centrifu-
gacién o filtracidn. Los autores reportaron que se mantenia una acepta~
lﬁe estabilidad de la columna a pesar de que cantidades relati;ramente
grandes de material no volidtil presente en el medio se inyectaban simul-
tineamente, Sin embargo, recomendaban empacar la entrada de la columna
con material nuevo para quitar los compuestos no volitiles que se acumu~
lan después de inyeocciones repetidés. (21,109)

Bricknell y Pinegold reportaron resultados satisfactorios de log andli-
sis que realizaron utilizando una columna con Porapak Q recubierta de
una fage 1iquida, FFAP al 6% que reduce los tiempos de retencién indivi-
duales y, por tanto, el tiempo total requerido para el anilisis, Conclu-
‘Yen que para la identificacién de anaerobios se prefiere la inyeccién di
recta de los sobrenadantes de cultivo, al aniiisis de extractos, puesto
que pueden detect-a.rse los alcoholes y dcidos grasos de bajo peso molecu-

lar. En este tipo de andlisis es necesario utilizar un detector de ioni-
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zacién de llama, que es mée sensible, ya que no hay una concentracién
previa de la muestra. (21) Para evitar el deterioro de la columns, las
muestras pueden ser prepurificadas aplicando los sobrenadantes a una
resina de intercarbio iénico o por ultrafiltracién. (109)

Phillips en 1980 analizé muestras en que se sospechaba la presencia de
anaerobios, por inyeccidn directa en una columna de Chromosorb. A pesar
de un pequefio nimero de falsos positivos y falsos negativos, los auto=
res concluyen que esta técnica es Wtil en el diagnéstico presuntivo ri-

pido de infeccién por amaerobios. (109)

Andligis de muestras extrafdas cogﬁdisolventes

La inyeccidn directa de la muestra sin previa extraccidén, no se ha utili
zado extensamente por los problemas que presenta y la técnicas mds comin
menie empleada es el andlisis de los dcidos grasos voldtiles despude de
su extraccién con disolventes orgénicos.

Los microorganismes se cultivan de 2 a 4 dfas, usualmente en un medio de
peptona extracto de levadura con glucosa al 1% p/p. Después de la acidi-
ficacién del medio a pH 2 con dcide sulfiirico dilufdo, se extraen los
dcidos graeos volétiles con un disolvente orgdnico como el éter, Para in
crementar la eficiencia de la exiraccidn, puede agregarse una eal inorgi
nica como sulfato de sodio.

Er las muestras en que no pueden demostrarse &cidos grasos volitiles o
Tee solamente contienen acético o f6rmico, es necesarioc investigar la
presencia de dcidos grasos no voldtiles como pimivico, ldctico, fumAri-

¢¢ y succinico, lo cual se hace preparando los derivados metilados co~
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rrecpondientes, cue son vol&tiles. (31,235) La metilacién ce lleva a ca-
bo en nedic dcido, agregando metznol y llevando & uno temperatura de
55°C de veinte a treinta mimitos; si me utiliza trifluoruro de boro co-
mo catalizador, el tiempo de reaccidn se reduce a cinco mimutos, despuée
de lo cual ce extrae con cloroformo. (18,31,235)

En los procedimientos de extraccién, debe considerarse que las sustan-
cize polares de bajo pesc molecular no son eficienterente extrafdas nor
la fase orgdnica. Generalmente una parte de los compuestoe de dos o trbs
adtomos de carbono permanece en la fase acuosa y esta discriminacidén debe
tomaree en cuenta ean la estimacién cuantitativa. (31)

La eleccién del disolvente debe hacerse de acuerdo al tipo de detector,
de tal forma que tenga una respuesta baja nara el mismo, 10 que asegura
el regisiro de metabolitos que eluyen rdpidamente y que pueden ser ocul~-
tados por un pico del solvente en el cromatograma. {31,235)

Las esolucionee estdndar de &cidos grasos voldtiles 7 alcoholes, asi coma
las de doidos grasos no voldtiles, se tratan en las mismas condiciones
que las muestras, El medio de cultivo en ocasiones puede contener pegue-
8as cantidades de fcido acético, léctico ¥y succirico, por lo jue es con~
veniente incluir una muestra de medio no inoculado con cada nuevo lote
que ce utiliza. (235) Oira forma de evitar errores por este razén es in-
cubar cultivos lavados con solucifn salina en un amortiguadqr con 2% de
glucoea, después de lo cual se hace la extraccién para el andlieis.
-(199)

Zl anslisis cromatogrifico de metabolitos voldtiles a partir de cultivos,
es parte de los esjuenas de identificacidn de los anaercbioe, sobretcdo

de aquéllos que se han definido en base a la produccidn de dcidos grasos
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como productos finales. {31,36,95,175,235)

Generzlmente esto se hace en cultivos de 24 a 48 horas en nmedio ligui-
do, 2 partir de un cultivo puro en placa. Recientemente £o ha inienta~
do hacer el anélisis en extraotos de agar del cultivo puro en placa a
las 48 horas de incubacidn, obteniéndose recultados similares en los
patronee de icidoe grasos, tanto en medic de agar sangre como en medio
de carne cocida con carbohidratos., De esta forma pueden identificarse
las bacterias aisladas con un considerable ahorro de tiempo y medios de
cultivo, ya que se encuentran patrones diferenciales de 4cidoc grasos
entre los diversos géneros de' anaerobios. (17,232)

Se ha intentado la identificacién de C, difficile por ocromatogratia de
gases en cultivos o directamente en muestras, poniendo de manifiesto
la produccisn de 4cido isocaproico y p-cresol como marcadores. (164,
175)

El dcido isocaproico es producido por C, difficile pero tambidén por C.
bifermentans, C. sordellii y C. sporogenes, componentes de la flora
normal y por C. oroticum, especie que se afsla de personas sanas bajo
tratamiento antibiético. (19,175)

Los métodos que se han utilizado no tienen la especificidad ni la reso-
lucidn sufic‘iente para aplicarse con fines diagnésticos. (19,24,127)

Se ha descrito un método que uiiliza formacidn de dertvados ¥ deteccibn -
de &cido isocaproico; sin embargo, es muy elaborado y consume una gran
cantidad de tiempo, por lo que no puede aplicarse al trabajo de rutina.
(24)

Bl aislamiento de . difficile er un medio selective, CCFA {ciclocerina=

cefoxitina-—fructosa), al que se le adiciona DL-norleucin: y dcido n~hji
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droxifenilacético como precursores, permite la identificacidn a partir
de placas de primoaiclamiente nara la deteccidn de &zido caproico y
p~crasol en extractos del agar alrededor de las colonias. (12,711,118,
171) La deteccién de estos productos no ha sido totalmente satisfactoria

en la identificacién de C. difficile. La incorporacidn de yema de huevo

2 este medio permite diferenciar a C., difficile de otras especies de '

Clostridium que tienen un metabolisno similar. Con la excepcidn de cata
especie, ninguna otra que sea lecitinasa o lipasa negativac produce dci-
dos isocaproico, caproico o p-cresol, por lo que este medio facilila la

identificacién de C. difficile en 24 a 48 horas. (118)

Es posible hacer un diagnéstico presuntivo de sepiicemia por anaercbios
81 se analizan los cultivos dc' las muestras por cromatografia de gases,
en cusnto se presentan los primeros signos macroscépicos de crecimientot
turbidez, presencia de colonias, hemélisis o produc:ién de gas. (45,184,
202,241)

Varijos autores que han comparado los resultados de los cromatogramas de
hemocultivos con loe obtenidos por cultivo e identificacién convenciona-
lee, coinciden en afirmar que la pr’ésencia de dcido butirico, isovaléri-
Co o amboe, se relaciona a la presencia de anaerobios obligados en un

88 a 90% de las muestras analizadas. (45,184)

Wust relaciona la presencia de los dcidos isovalérico y succinico con el
8fnero Bacteroidas y el 4cido propiénico con Propionibacterium spp. (241)
Sondag en cambio, 1lega a una identificacién presuntiva basédndose en mor-
fologia celular y perfiles de fcidos grasos voldtiles: a B. frecilis vlo

asocia con la produccién de dcidos acético y propidnico; Fusobacterium

8pp con dcidos acético, propidnico y butirico; Yeillonella spp con 4cidos
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acético y propiénicos Cloztridium spp con foidos acético ¥ butirico y

el grupo de los cocos Oram positivos con dcidos acético y butirico. lo
fue capez de deiectar los dcidos valérico e isovalérico, que consistente-
rmente ce encontraron en estudios similares, tal vez debido a que laz con
diciones cromatogrificac del andlisis no permitieron la resolucién de
esos dcidos. (202)

La composicidén de los medioe de cultivo no da lugar a diferencias cuali-
tativas en el patrén de Acidos grasos que se obtiene, pero £i cuantitati
vag, (45,57,123,241) por lo que las cantidades de Acidos grasos tienen
que evaluarse para cada medio y los valores para un diagnéstico presunti
vo deben estandarizarse, ya que en los diferentes medios usados (tripti-
casa de soya, tioglicolato e infusidn de cerebro~corazén), estdn presen-
tes centidades diferentes de glucesa. (45,241)

_ La glucosa favorece el crecimiento de muchas bacterias anaerobias, asi
como la produccién de cantidades mayores de &cidos grasos a una veloci-
dad mayor gue los medios libres de glucosa. (123,241) La velocidad méxi-
ma de conversidn de la glucosa, producsién de 4scidos grasos de cadena
corta y creciriento, ocurre en las primeras 24 horas de incubacién, por
lo que se asume gue las cantidades de eatoﬁ productos finales en lag si-
guientes 24 horas serdn ias mismas, siendo posiblé dar un resultado pre~
suntivo dela presencia de anaerobios, 18 a 36 horas antes de que un oul
tivo de aerotolerancia esté disponible. (45,184,241)

Se presentan algunos problemas con algunas cepas de B. thetaiotaomicron

¥ con Bubacterium lentum en que la produccidén de &cidos grasos es apenas

perceptible y en ocasiones no detectable en un perfodo de incubacién cor

to. (202,241) Por otro lado, la identificacién del grupo de cocos Gram
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positivos es diffcil, ya ‘que presentan patrones de dcidos pgrasos voldti-
les variebles. (202,241)

A pesar de que lo8 anaerobios producen cantidades eiznificativac de dci-
do suceinico, éste pueden producirlo también aercbios y facultativos en
cantidades equiparables. (45,184,202,241) Esto mismo se aplica a los dci
dos ldotico y propiénico que generalmente se detectan junto con el Acido
acético en cultivos de aerobics y facultativos. (45,184)

Reig propone entonces suprimir el andlisis de 4cidos grasos no volitiles,
con una suboecuente simplificacién de la técnica cromatogrifica. (184)
Ta que solo un 124 de las septicemias pueden ser producidas por anaero~
bios, el anflisis por cromatografian de gaces debe utilizarse selectiva-
mente para ser confiable, Bl método se llevari a cabo mis eficlentemente
en hemoocul tivos con subcultivos aerobios negativos o en los que se encuen
tren bacilos Gram negativos fusiformes o pleomérficos o bacilos Gram posi
tivor asociados a hemblisis y gas. (45.202)

La cromatografria de gases aplicada a los hemocult:.vos y una tincién de
Gram de la muestra pueden dar un diagnéstico presuntivo a nivel de géno-.
To, que es Wtil para instalar la te;apia, lo cual es de importancia en
bacterias del grupo B. fragilis. Ademis, puede servir de guia en el pro-
cesamiento adbﬁiguiente de la muestra, ya que no es posible prescindir
de la identificacién definitiva por cultivo y pruebas bioquimicas. (134,
241)

Existen estudios en que ce evalda la utilidad de la cromatograffa de ga-
Bes aplicada directamente a las muestras clinicac en que se socpecha ia
presenciaAde anaerobios, comparando sus resultiados con los obtenidoe por

cul tivo e identificacién convencionales., Alsunos autores relacionan la
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presencia de ciertos dcidos grasos especificos en la muestra con el ais-
lamiento de determinados géneros (57,62,113,204); sin embargo, otros
reportes indican que sclo se puede obtener informacién sobre la presen-
cia de anaerobios. (77,98,175,182,226,227)

Gorbach relaciond la recuperacién de bacilos Gram negativos anaerobios
con la presencia de §cidos isobutirico,butfrico y succfnico, (57) Afios
més tarde, Gupta y Murugesan obtienen los mismos resul*éé.dos, ¥ confir-
man el valor de la Qromatograt‘ia de gases para diferenciar entre una e;x—
fermedad por aerobios y otra por anaerobioﬁ. (62)

Legakis relaciona la presencia de cantidades apreciables de 4cido suc-—
cinico (mds de l/gg/ml), propiénico e isovalérico a concentraciones que
no exceden de 3/@/m1, con el aislamiento de B, fragilis. Cuando se de-
tecta también doido butirico, puede sospecharse infeccién por B. melani-
nogenicus, Sin embargo, no puede excluirse la prescncia de otros anaero-
bios o aerobios,

La deteccidn de dcido butirico a una concentracién mayor de 4/ug/m1 y de
dcidos acético, propiénico e isobutirico a concentraciones relativamente
altas sugicre infeccién por Clostridium spp. Los resultados de cromato-
grafia en los casos de infecoién por Peptococcus y Peptostreptococcus no
dan una informacién concluyente, ya que solo se detectan £cidos acético
¥ léctico, mismos que estdn presentes en las infecciones por aerobios,
(113)

Spiegel al estudier casos de infecoién intraabdominal encuentra una aso-
tiacidn entre especies de Clostiridium y la presencia de butirato y la de
especies de Baoteroides y la presencia de dcidos isobutfrico y proniéni-

¢o. A pesar de que loc miembros de la familia Jinterchacteriaceae nrodu~
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cen succinato, la presencia de este dcido también se asocié con infec-
cidn anaerébica, ya que estuvo prescnte en el 89% de los ~ultivos en

lo8 que £e aislaron anaercbios, Por andlisiz de los datos encontrd gue
el incremanto en la concentracidn de succ:.i.uato se deYe principalmente

2 miembros del género Bactercides. (204)

In el estudio de la infeccién pleuropulmonar, la cromatograffa fué (til
para diferenciar la etiologfa de la infeccién aerobia o anaerohia. No sme
necesitd la aspiracidn tranntraq;xeal, ye que la muestrz gque se analizé
fue el flufdo pleural o la expectoracién. En el caco de infeccién por
anaerobios, se encontrdé un patrén de dcidos grasos volitiles miltiple,
cono en el empiema anaerdbico y en el absceso pulmonarj el cromatograma
fue negativo o débilmente positivo donde los anaerobios no eran signifi-
cativoe como por ejemplo en el caso de contaminacién de la mestra. {77,
214)

Los hisopos no se iecomiendan para la toma de mﬁestra en el caso que ge
sospeche una infeccién por axiaerobios; sin cembargo, en ocasiones no ge
dispone de otra forma de tomar la muestra, El anilisis de &cidos grasos
volitiles en extractos de hisopos, 8a resultados comparables a los obte-

nidos en el anflisis de muestras de pus o exudados. (182,226)

Anilisis por la técnica de HSGC

En estudios de loe cultivos bacterianos por la HSGC, se analizan los com-
puestos voldtiles presentes en la atmésfera que se encuentra en un culti-
vo liguido contenido en un vial cerrado, inyectando la fase de vapor en

la columna cromatogrdfica. Este método también puede utilizarse para es-
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tudier compuestos voldtiles producidos por bacteriac incubadas en un
amortiguador conteniendo compuestos definidos como carbohidratos. (134)
La primera descripcidn de la aplicacién de la HSGC al estudio de las
bacterias anaercbiasm fue la de Drasar en 1976, quién analizé los dcidos
grasos producidos por cepas de Clostridium aislades de personas someti-
das a dietas diferentes. Anteriormente, la HSAC se aplicé a la evalua-
cién de la co#taminaoidn microbiana de alimentos y al estudio de algu-
nos hongos. (109,134,149)

El andlicis se 1lleva a cabo generalmente en cultivos de 24 a 48 horas.
Las muestras se llevan hasta un pH dcido si se investiga la presencia
de Acidos o hasta un pH alcalino si 1o que se busca es la presencia de
aminas, Medios de cultivo estériles y medio conteniendo soluciones pa~
trén de los 4cidos y aminas se tratan en las mismas condiciones. (106,
.107,108)

En 1978, Liérsson compard el método de 1la HSAC con el anilisis de croma-
tograffa de gases en extractos etéreos y en sobrenadantes de cultivo
directamente de cepas cultivadas en medio de peptopa-extiracto de levadu-
ra-glucosa. Encontré que la técnioca de 1la HSGC es mds simple y rdpida de
realizar y es la dnica que permite la deteccidén de alcoholes, A pesar de
que las concentraciones relativas de los compuestos no estdn representa-
das por los diferentes picos obtenidos en el cromatograma, esto no es
eritico en la identificacién, (107)

En un estudio posterior, Lérsson y Mirdh analizan componentés dcidos,
nentros y bdsicos en un cromatégrafo de dos canales, con dos diferentes
¢clumnas, una empacada con Porapak Q ocue facilita la deteccidn de produc—

tos &cidos y neutros en el medio acidificado y otra con Chromosorb 103,
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que nermite la detecoidn de compuestos alcalinos y neutros. (108)

La HEOC puede dar una mayor informacidn disgndetica, al detectar compucsg
toe que eluyen rdnidamente dentro del cromatogramas esto se ejemplifica
en la diferenciacién de las especies C. difficile y C. gporogenee ya que
esta dltima produce alcoholes, Tal diferenciacifn no nudo hacerse en ex-
tractoé etéreos utilizando una columna empacada,

Ademés’, en este estudioc se demostrd la conveniencia de utilizar una co-
lumna capilar que permite una mejor resolucidn de los picos en el croma-—
tograma, debido a que presenta una mayor superficie de intercambio, (108,
109)

En un estudio en que analizaron tanto cepas de coleccidén como muesiras

de pus a partir de abscesos intraabdominales por HSGC y por cromatogra-
f{a de gases de los extractos etéreos, me encontrs que loe cromatogramas
obtenidos son oomp‘srables. Por HSGC ce detectan ademis, compuestos de eln
cién répida que no se encuentran por extraccién. También es poeible de~
tectar la preeencia de anaerobios direcfamente en las muestras, siendo
los marcadores los 4cidos isovalérico y butirico, mismos que no se encuen
tran en muestras que contienen aerobios o facultativoe. {109,134)

Entre las ventajas de la técnica de HSGC estdn un menor tiempo en la pre-
Paraéién de la muestra, y un aumento de la vida media de la columna, ya
que no se introducen en ella materiales no voldtiles, coro no aparecen
picoe del solvente en el cromatograma, aumenta la capacidad diagnésiica
diferencial. Por otro lado, es poaibie la automatizacidn de la téonica y
los zndlieis pueden hacerse sin un monitoreo continuo y con més alia pre-
Cis’ic'm que en el caso de la inyeccién manual. Ademds, ¢l oromatégrafo

puede conectarse a una computadora gue hace posible evaliuar loc cromato-
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rrames de referencia en la memoria y relacionarloe con los obtenidos
para las muestras problema. (107,109)

A pesar de que la cromatografia de gases es itil para identificar grupos
especificos o especies de microorganitmos, en ciertos géneros es de va-
lor limitado ya que muchas especies producen el mismo patrén de metabo-
litos, La deteccién de compuestos cono dcido fenilacético, 4cidos hidro~
oindmico, indolacético, p-hidroxifenilacético, 2-cetobutirico y otros
&cidos conteniendo azufre puede hacerse en columna& capilares, que tie-
nen una mayor resolucién, lo cual puede ayudar en la identificacidén di-
ferencisl de algunoe géneros. (141,142,150,151,219)

Por otro lado, no se encuentra correlacién entre el patrén de 4cidos
grasos obtenido en la muestra original y el género o especie del micro-
6rganis$o aiélado, as{ como tampoco existe entre el perfil de dcidos gra
808 vol4tiles de 1z muestra y el producido por los microorganismos aisla
dos de la misma en un medio de oultivo in vitro. Lo anterior se observé
tanto en muestras de las que te recuperaron solo anaerobios como de las
que se obtuvo un cultivo mixto. Las razones para esta falta de correcla-~
cién no estdn claras; pudiera ser que no se producen los mismos metabo-
litos in vivo que in vitro o que a pesar de cue se produzcan permanezcan
unidos a componentes de log tejidos y no se deteoten, (227)

Sin embargo, los datoc del cromatograma junto con los de la morofologia
microscépica, pueden dar un diagnéstico presuntivo a nivel de zénero,

treinta minutos a una hora después de recibir el espéciren.
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Anélieis nor cromatografia en papel y en capa fina

La cromatografia en papel y en capa fina no se han utilizado ampliamen-
te en la identificacién de los metabolitos volitiles producidos por bac
tYerias anaerobias. Estas técnicas podrian ser unz alternativa al andli-
8is por cromatografia de gases ya que se ha demostrado que se obtienen
recul tados comparables, respecto al perfil de 4cidos gracos,

La identificacién de géneros y ecpecies de todac las cepas de anaero-
bios de referencia y lac aisladas de muestras clinicas, puede hacerse
en base a caracteristicas morfolégicas y bioquimicas y a la aplicacién
de la cromatograffa en papel y capa fina.

;)Estas técnicas requieren de cinco a seis horas para su realizacién, pe-
ro tienen varias ventajas como su simplicidad y bajo costo, por lo que

pueden realizarse en casi cualquier laboratorio, (170,201)
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DISCUSION

CGeneralmente las bacterias anaerobias se ven involucradac en enfirneda-
des graves, asociadas a una alta morbilidad y mortalidad.

Lac técnicas bacteriolégicas cque convencionalmente se llevan a cabo nara
el diaznésiico requieren un tiempo prolongado para su realizacidn, de 7
a 14 dias, antes de dar un resultedo definitivo,

Lan técnicas de identificacién rdpida aplicadas directamente a las mues~
trae cl{nicac se han enfocado a la detecoidn de productos solubles o com
ponentes celulares de las bacterias, logrando obtener loes resultados del
anflicis pocas horas después de haber recibido la muectra,

la iammnofluorescencia se ha aplicado en el estudio de los géneros Bacte-

roides, Fusobacterium y Clostridium; los resul tados ;)btenidos respecto

a la ecpecificidad de la prueba indican que pueden utilizarse para la
clasificacién serolégica como un medio rdpido de identificacién, Es nece
sario el desarrollo de sueros que cubran los tipoe antigénicos de las
cepas locales, debido a las variaciones geogrd&fiocas que se han observado
dentro de una misma especie,

Desde hace algunos aiios la immunofluorescencia se ha aplicado en la de-
teccidén de diversos antigenos y tiene actualmente una gran difusién. Es
una técnica simple en su realizacién y puede lograrse un alto grado de
eopecificidad y sensibilidad. Los resultados pueden tenerse en 1 a 2 ho-
ras y no esti limitado por el tipo de muestra de que se disponga. La
identificacién es posible en muestras m; viables o contaminadas por flo

ra saprofitica,

Requiere, sin embargo, equipo especial y personal capacitado y con expe-
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riencia. Ee necesario llevar un control del almacenamiento de loe conju
gadoe para evitar su det-rioro y analizar su efectivided dentro de pe-
riodos determinados,

La conveniencia de su uso y su gran aplicabilidad compencan el conto del
método, que por otro lado, es relativamente ficil de adaptar en el labo-
ratorio.

Utilizando 1a contrainmunoelectroforesis se han detectado las toxinas de

C. difficile y C. perfringens y anticuerpos dirigidos contra las mismes

¥ frente a componentes celulares de B. fragilis.

Es un método con una sensibil idad aceptable y éue se lleva a cabo en 20
a 45 minutos., El equipc que utiliza generalmente estd disponible en cuel
guier laboratorio, sin eambargo, requiere de una estandarizacién previs

¥ de un control estricto de lae variables. Por otro lado, eeti limitado
Ja la deteccibn de antfgenos cargados negativamente y sus resultados Ison
semicuantitativos cuando se analizan componentes solubles,

El ensayo inmunoenzimftico ha mostrado ser 1itil en la identificacién de
anaerobioe en flufdos corporales y para la determinaciSn en suero de
anticuerpos dirigidos a éstos. .

Una de las mayores ventajas de este método es su sensibilidad (ng/ml),
adenis de que se tiene una medicidn objetiva e incluso cuantitativa del
ant{geno o el anticuerpo que se estf determinando.

Con FLISA pueden detectarse los anticuerpos de lae diferentes clasess

" IgA, IgQ e IgM, como se ha hecho para anticuerpos dirigidos frente a

C. difficile y algunas especies de Bactercides, 10 que puede ayudar a
. entender la patogénesis y los mecanismos de la respuesta inmune que se

presentan en egtar enfermedades.
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La obtencidn de los conjugados es laboriosa y requiere anticuerpos. alta
rente purificados, 1o que incrementa el costo de la prueba. Se reguie~
ren cinco a seis horas de procedimiento, teniendo la nlaca de mierotity
lacidn preparada previamente para dar un reczultedo. No obetante, los da
tos que se pueden obtener por ELISA son valiosos y justificarfian la uti-~
lizacién de este método méds elaborado.

Los resul tados de‘lg cromatografia no tienen una especificidad altaj
sin embargo, el dato obtenido acerca de que si una infeccifn se debe a
anaerobios o a aerobios treinta minutos después de analizar la muestra,
es dtil en muchos aspectos, asi como el hecho de que no interfiere en
la prueba la presencia de flora sapréfita, por lo que nmo es necesario
t§mar una muestra con jeringa y aguja u otros instrumentos quimirgicos.

Incluso pueden analizarse hisopos, si no se dispone de otro tipo de mues

i

trao

En el andlisis de hémocultivos es 1itil para dar un diagnbéstico presunti-
vo, junto con los datos de la morfologia con la tincién de Gram y para
guiar el aislamiento e identificacién definitivas. Debido a que el equi-
po necesario es costoso y requiere una instalacién especial, este método
estd fuera del alcance de muchos laboratorios. Sin embargo, en institu-
ciones en que ef lo tienen para otros fines, serfa til la estandariza-
cién del método para el anilisis de muestrag para estudio bacteriolédgico.
Lz oromatograffa en papel y capa fina es una alternativa qﬁe da reculta-
dos similares en cinco a geis horac con un bajo costo y sinplieidad en
su realizacién. .

Actualmente en México son pocos los laboratorios que llevan a cabo culti

vo e identificacién de anaerobios; debido por una parte a que es ladorig
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go y dificil y, por otro, al costo que implica en efuipo y reactivos
una identificacidén final,

Las técnicas de identificacién rdpida como lac ~ue se han descrito se~
rian dtiler en este sentido también, dirigienio lac técnicas de aisla~
niento, con un shorro de materizl y reactivos.

La implementacién de este tipo de pruebac serfa posible en hospitales
de tercer nivel, zue tuvieran la funcién de laboratorice de refgrencia.
ya que de ecta manera se llevarfan a cabs con mayor costeabilided y efi
¢iencia. )

La eleccién de slguno de estos métodos rédpidos de identificacién depen—
derfa de varios factoree cono disponibilidad de equipo y reactivoe, ex-~
periencia previa en la realizacidén de las técnicas y alcance de la in-

formacidn que se desea obtener mediante la prueba,

P,
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CONCLUSIONES

- EB necesario un diagnéctico presuntivo a nivel de género y si es posi

ble de especie en las enfermedades por anaercbios, debido a que nre~

sentan una susceptibilidad caracteristica frente a los antibidtices.

~ Los métodos ripidos de identificacién detectan componentes celulares
o poroductos solubles de las bacterias directamente en lac muesiras
clinicas, logrando obtener los resultados pocae horas después de haber

recibido la muestra.

~ Con el método de inmunofluorescencia es posible lograr una alta sensi-
bilidad y especificidad en la identificacién de los principalec géne-

ros de anaerobios,

= La identificacifm por inmunofluorescencia podria adaptarse en labora-
torios en los que se cuenta con el equipo necesario y que tienen expe-

riencia en la realizacifn de ésta téonica.

~ El equipo empleado en la contrainmunoslectroforesis generalmente estd
disponible en casi cualquier laboratorio ¥ tiene una sensibilidad y es
pecificidad aceptables; sin embargo, eetd limitada a la determinacidnm

de componentes solubles en forma semicuantitativa.
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- La contrainmunoelectroforesis se aplica pricipalmente en la deteccidn
de toxinas producidac por alsunoc anaerobios y de anticuerpec dirigi-

dos frente a écioe,

- La inforracién cue puecde obtenerse al realizar un ennayo inmunoenzimé-
tico es valiosa y corpensarfa el costo y el tiempo necesarior para su

realizacidn,

~ La deterninacién de anticuerpos de diferentes clases dirigidos frente
a componentee celulares y productos solubles de los anaerobioz por
ELISA, anoyarfe el estudio de la patogénesie y la respueste irmune en

las enferredades causadas por estas bacterias.

= La cromatograffa de gases proporciona datos iitiles en la identifica-
¢ién presuntiva de los anaerobios directamente en rmectras clfnicas
¥ para dirigir el aislamiento e identificacién definitivas. Este métg
do podrfa adaptarse en laboratorios que cusntan ya con el equipo nece

sario, debido a su alto costo,

= La cromatografis en papel o en capa fina proporciona datos eimilares,

en cinco a geig horac y es uns alternativa econémica y de ficil raé—

lizacién,

- Estae técricas se nueden aplicar en muestrac no viasbles o contamine-

das por flors normal,
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-~ La implementacién de alguna de estas téonicas seria factible en labo-
ratorios de invectigacién, que funcionaran como centros de referencia

en bacteriologfa de anaerobioc.

- La inversidén realizada al utilizar estos métodos rdpidos de diagnésti-
co estd justificada porque se logra dar en unas cuantas horas el resul

tado de laboratorio, e igualmente rdpido el tratamiento adecuado.
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