UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID

FACULTAD DE MEDICINA
Departamento de Microbiologia I

TESIS DOCTORAL

Tecnicas rapidas en bacteriologia

MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
PRESENTADA POR

Fernando de la Torre Misiego

DIRECTOR:

José Bravo Oliva

Madrid, 2015

© Fernando de la Torre Misiego, 1986



AR toe.

UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
FACULTAD DE MEDICINA
CATEDRA DE MICROBIOLOGIA Y PARASITOLOGIA

TECNICAS RAPIDAS EN BACTERIOLOGIA

FERNANDO DE LA TORRE MISIEGO

K- 20.887

DIRIGIDA POR:
PROF. JOSE BRAVO OLIVA



A mi mujer.

A mis hijos.



AGRADECIMIENTOS

Deseo expresar mi agradecimiento al Prof. Dr. D. José
Bravo Oliva, Catedrdtico de Microbiologia y Parasitologia de
la Facultad de Medicina de la Universidad Complutense, que

tan amablemente ha aceptado la direccibén de este trabajo.

Al Prof. Dr. D. Juan J. Picazo de la Garza, Catedrdti
co de Microbiologfa y Parasitologia de la Facultad de Medici-
na de la Universidad Complutense, por lo decisiva que ha sido
su participacién en este trabajo, asi como por sus consejos y

ensefianzas que han hecho posible esta Tesis.

A mis compafieros del Servicio de Microbiologia Clinica
del Hospital Clinico Universitario de Madrid, que no dudaron

en ningdn momento en prestarme su ayuda.



I NDICE




I.

INTRODUCCION

I.
IT.

ITI.

GENERALIDADES ..c.eieiiieiaieeanan

TECNICAS QUE UTILIZAN LA VISUALIZA-
CION DE LOS AGENTES ETIOLOGICOS....
IT.1. Tincidbn de Gram ...ceeeeeeees

[1.2. Tincibén de Naranja de Acridi-

I1.3. Tincién de Ziehl-Neelsen o /
auraminag ....ceeeeeteicnnnsanns
[I.4. Microscopio de campo oscuro
IT.5. Utilidad e indicaciones del
diagndéstico microscbpico en -
distintos tipos de muestra o
infecciones ....ceeiiiiiia
DETECCION DE ANTIGENOS UTILIZANDO
ANTICUERPOS ESPECIFICOS..........
I1I.1. Inmunofluorescencia direc-
ta en identificacién de /
bacterias .....cciiiiai...
II1.2. Contrainmunoelectroforesis
I11.3. Técnicas de aglutinacidn

IIT.3.1. Aglutinacidn de -

10
11

11

19

19
27

30

32



I11.3.2. Coaglutinacidn

II1.4. Inmunoensayo enzimédtico

IV. TENICAS QUE IDENTIFICAN SUSTANCIAS

ELABORADAS POR EL AGENTE INFECCIO-
SO O DETECTAN SUSTANCIAS PRODUCI -
DAS POR EL HUESPED EN RESPUESTA A
UNA INFECCION ... ieiiieeeennnnnn.
IV.1. Prueba del Limulo ..........
IV.2. Cromatografia de gases .....

IV.3. IgM especifica «c.ceeeeeenennn

33

36

38
38

39

40

V. DETECCION RAPIDA DE BACTERIURIA SIG
NIFICATIVA ..ttt iiiiiiiienennns
V.l. Bioluminiscencia .............
V.2. Impedimetria .......cuieien...
V.3. Métodos electroquimicos y nefe

lométricos ...ieiieiiiieennnnn.

V.4. Esterasa leucocitaria y nitri-

V.5. Fotometria ...iieeieeeeeeennan



IT1. UTILIDAD CLINICA Y PLANTEAMIENTO DEL TRABA-

- Técnicas rdpidas en infeccibn urinaria ..
- Técnicas rdapidas en bacteriemia .........

- Diagndstico répido en meningitis bacteria

ITI. MATERIAL Y METODOS

A. TECNICAS RAPIDAS EN INFECCION URINARIA.
B. TECNICAS RAPIDAS EN BACTERIEMIAS ......
C. LIQUIDO CEFALORRAQUIDED ...eievenninnn

IV, RESULTADOS .iuiiiiiiiiiieirineereeecenananns

V. DISCUSION .uiitiiiinniiireeereneeanennnanaans

VI. CONCLUSIONES i eiieieiiinreerenenennnnans

VII. BIBLIOGRAFIA .. .iutiiiitientiienennnnnnnnns

o
o

48
49
54

59
64

66

83

101

119

159

189

194



I.

INTRODUCCION




I. INTRODUCCION

I. GENERALIDADES

Mientras que los répidos progresos en biologfa mole-
cular, ingenieria genética e investigacibén bdsica en Inmu-
nologia han determinado desde hace mucho tiempo el desarro
l1lo de técnicas rdpidas de diagnbéstico en la mayoria de -/
campos de la Medicina, es a partir de los afos 70 (137) /
cuando en Microbiologfa Clinica, se desarrolla un verdade-
ro interés y esfuerzo en la investigacidén y aplicacidn de
método répidos para el diagnéstico de las enfermedades in

fecciosas en el hombre.

A esta situaciédn puede haber contribuido el descubri
miento de los quimioterdpicos y antibiéticos, que al conse
guir curaciones de las infecciones entonces existentes, al
gunas veces espectaculares,hicieron disminuir momentédnea -
mente la importancia de la Microbiologfa Clinica, al pensar
que se posefan armas poderosisimas a las que no podria re

sistirse ninguna infeccién.

Sin embargo, esta situacién cambibé pronto debido a /
una serie de factores (como la aparicién de infecciones -
hasta entonces desconocidas, la infeccién hospitalaria, -/

una cirugfa agresiva que abre importantes vias de infeccibn,



y la aparicidén de resistencias a los antibiéticos), que -/

hacen que la Microbiologfa Clinica recupere su protagonismo.

Esto, unido por un lado a la gravedad de gran ndmero
de enfermedades infecciosas y al curso rapidisimo de muchas
de ellas, y por otro a la relativa lentitud de los métodos
microbiolégicos convencionales, lleva a partir de la déca-
da de los afios setenta a la investigacibén de técnicas mi-
crobiolfgicas répidas, suficientemente sensibles y especi-
ficas para que puedan ser de utilidad prdctica en el diag-
néstico de la enfermedad infecciosa. Esto fué posible por-
que existfa una toma de conciencia sobre la conveniencia /
de disponer de métodos répidos de diagnéstico y una tecno-
logia avanzada, que iba a permitir el desarrollo de buen /

nimero de ellos.

Segin algunos autores (137) los métodos ré&pidos, pue
den ser: métodos urgentes o acelerados. Los métodos urgen-
tes responden auna urgencia clinica, cuando el enfermo esté
en situacién comprometida y se requiere un examen répido /
de la muestra para ofrecer una ayuda diagnéstica y terapel
tica con prontitud. Los métodos acelerados se aplicarifan -
para sustituir a métodos convencionales lentos, reduciendo
el tiempo en que se obtienen los resultados y por lo tanto
los gastos de hospitalizacidén, al iniciar mas pronto la te

rapeGtica y obtener la curacidén del enfermo en menos tiem-



po. Utilizando estos métodos hay que comprobar mediante -/
los controles de calidad oportunos que la reproductividad

del método se mantiene (165).

En cualquiera de los dos casos se trata de que el mé
dico pueda disponer en menor tiempo, de datos sobre el diag
néstico etiolbégico y la sensibilidad de los antibibéticos ,
para decidir el tratamiento. Esta circunstancia que benefi
cia al enfermo, adquiere enorme importancia cuando se tra-
ta de infecciones como sepsis, meningitis y otras infeccio

nes graves que comprometen la vida.

Para que estas técnicas rdpidas tengan, desde el pun
to de vista prdctico verdadera importancia, son necesarias
dos condiciones; la primera de ellas, que los médicos que
manejan enfermedades infecciosas tengan conocimiento exac-
to de las técnicas rdpidas que el laboratorio de Microbio-
logia puede poner a su disposicién y de las indicaciones /
precisas de dichas técnicas. Deben de estar informados de
la forma en que han de recoger las muestras y de un adecua
do envio al laboratorio, pues de estas circunstancias va a
depender en gran parte el correcto procesamiento de las -
muestras y la obtencién rédpida de resultados. La segunda /
condicién es que el médico reciba de una forma rdpida los
resultados. De nada sirve la realizacién de un método répi

do de diagnéstico, si los resultados obtenidos no llegan -



de forma precisa y con rapidez al médico que ha de utili -
zarlo para formar un juicio diagnbéstico e instaurar el tra-
tamiento adecuado. En la era de la informatica estas situa
ciones debian de estar resueltas; sin embargo, en muchas /
ocasiones no podemos estar seguros de que el médico recibi
rd la informacidén pertinente de una manera rdpida si no es

mediante un contacto directo con el laboratorio (120).

La répida informacién de los resultados en Microbio
logia, debe ser objetivo de todos los laboratorios ya que
puede influir directamente en las decisiones terapelticas
sobre todo en determinados enfermos o situaciones como: en
docarditis, infeccibn producida por microorganismos no -/
habituales, enfermos inmunodeprimidos o con catéteres uri-
narios, quemados, pacientes con fibrosis quistica o recién

nacidos (119).

Otro factor a considerar en las técnicas réapidas es
el coste ya que aunque existen técnicas de este tipo con /
unos costes muy bajos ,en otras ocasiones se necesitan apa
ratos, reactivos o ambas cosas a la vez, de coste y mante-
nimiento muy elevados que los hacen inasequibles para al-
gunos laboratorios y pnor lo tanto es importante conocer
el dato costo/beneficio y el rendimiento de estas técnicas

para elegir la m&s adecuada a cada laboratorio.



En resumen, la importancia de los métodos répidos se

debe a (120):

1)

3)

Posibilidad por parte del médico de solicitar mé-

todos rapidos o inmediatos.

Una toma de conciencia del laboratorio para utili
zar métodos répidos y asegurar una recepcidn de /

resultados en un corto espacio de tiempo.

Crear las condiciones necesarias con médicos de -
servicios especiales para una mayor rapidez en la

informacién.

Los resultados estdn a disposicidn del médico cuan
do debe tomar decisiones, con lo cual dispone de

mds datos en beneficio del enfermo.
Conocimiento por parte del laboratorio de los cos
tes comparativos de las técnicas rdpidas por lo /

que puede elegir las mé&s adecuadas.

Las técnicas de diagn6stico rapido en Bacterio

logia que pueden ofrecer una respuesta en un periodo corto

de tiempo a partir del momento en que se recibe la muestra

se pueden clasificar en (114):



- 1) Técnicas que utilizan la visualizacibén del agente

etiolbgico.

2) Técnicas que buscan antigenos solubles utilizando

anticuerpos especificos.

3) Técnicas que identifican sustancias elaboradas -
por el agente infeccioso o detectan sustancias /
producidas por el huésped en respuesta a una in -

feccibdn.
Dentro de estos apartados vamos a revisar las técni-
cas a nuestro juicio mds interesantes y las més utilizadas,

tanto manuales como automatizadas.

II. - TECNICAS QUE UTILIZAN LA VISUALIZACION DE LOS

AGENTES ETIOLOGICOS

Desde hace muchos afios, se conoce que la observacidn
directa de muestras tefiidas al microscopio, pueden ofrecer
con frecuencia aportaciones y orientaciones importantes al

diagnbstico etioldgico de las enfermedades infecciosas.

Sin embargo, esta sencilla técnica, parecia haber si
do relegada y poco utilizada por diversas razones, entre -

las que podemos incluir: rechazo a usar la tincidén de Gram



u otro tipo de tinciones por falta de experiencia; dedicar
escaso tiempo al examen e interpretacibdn de las preparacio
nes; falta de seleccidn de las muestras a examinar; recha-
zo a utilizar técnicas sencillas, prefiriendo técnicas /

diagn6sticas més modernas (102).

Entre estas razones cabe destacar la primera y la ter
cera. La falta de experiencia en la observacidén de una tin
cién de Gram debida en muchos casos a poco uso, hacen difi
cil la interpretacién y al no obtener la informacidén desea
da, se tiende a dejar de usar la tincién. También la fal-
ta de seleccidn de las muestras y el uso indiscriminado de
esta tincidén, puede hacer que se utilice poco, ya que en /
ciertas muestras, la informacidn que se puede obtener con
un Gram es escasa 0 nula, mientras que en otras ocasiones

ofrece una ayuda inestimable.

No obstante, junto con el desarrollo de nuevas técni
cas electrbnicas, inmunolégicas y biolbgicas para la réapi-
da deteccibn de microorganismos, se observa también un nue
vo interés en volver a utilizar estas técnicas. Lo que no
es extrano si tenemos en cuenta el poco coste, su sencillez
y que diffcilmente encontraremos otro procedimiento diagnds
tico més rapido. Ademds solo se necesita para la observa -
cién un microscopio 6ptico con objetivo de inmersién, que

existe prdcticamente en todos los laboratorios.



Estos métodos de visualizacib6n al microscopio de mues
tras tefiidas, como cualquier otra, necesita que el produc-
to que va a ser examinado sea representativo del lugar de
la infeccibén. Las principales ventajas que nos ofrecen es-
tas técnicas son, que basédndose en la composicidn celular
de la muestra (polimorfonucleares, linfocitos o ausencia /
de leucocitos) y la morfologfa y agrupacibn bacteriana per
miten hacer una fundada orientacién diagnb6stica y por otra
parte seleccionar las técnicas apropiadas que se deben se

guir para obtener un diagnbéstico etiolbgico correcto.

Dentro de estas técnicas la tinci6n de Gram la pode-
mos considerar como un prototipo aunque también se utili -
zan con frecuencia otro tipo de tinciones. Las mds impor -

tantes en bacteriologia son las siguientes:

IT.1. Tincidén de Gram

Descrita por Hans Christian Gram en 1884 (68). Es -/
una tincidén que permite observar la morfologia, agrupacién
de las bacterias y ademéds es diferencial clasificando las
bacterias que se tifien con esta técnica en Gram positivas

y Gram negativas.

La tincidn de Gram es el método mds utilizado en ge-

neral y en situaciones de urgencia. La observacidén de una



preparaci6n tefiida por el método de Gram, realizada por -
personal experto, puede proporcionar una rdpida informacidn
y en ocasiones una presuncibén diagnéstica muy aproximada o

igual al diagnéstico exacto.

Algunos autores utilizan tinciones simples como alter

nativa como azul de metileno (123).

II.2. Tincibén de naranja de acridina

Es un fluorocromo, es decir un compuesto fluorescen-
tr que tifie los 4cidos nucleicos. Esta técnica empez6 a /
usarse al proponer el uso de una solucidén de naranja de -
acridina a bajo pH para tefir muestras clinicas, ya que /
permitia una diferenciacidn entre las bacterias que se te
fifan naranja y las células que se tefifan de verde o amari
llo, al ser examinadas en un microscopio de fluorescencia

(100).

Potencialmente puede ser superior a la tincién de -/
Gram (105) en el examen de muestras directas, ya que se /
produce una tincidén llamativa de las bacterias que las di-
ferencia del fondo de la preparacidn, de células y de otros

componentes.

En este momento estd considerada (114) como mé&s sen-



sible que el Gram en la deteccidén de microorganismos que -
se encuentran a muy baja concentracidn, si bien al ser la
tincibén monocromdtica, se recomienda practicar un Gram pos

teriormente.

En los casos en que la muestra sea poco rica en bac-
terias y no se disponga de microscopio de fluorescencia se
recomienda (62) la tincidn de Pappenheim Cristallovitz co
mo tincibén rdpida, sencilla y de mayor contraste que el /
Gram, por lo que proporciona una mayor sensibilidad que és

te.

I1.3. Tincibén de Ziehl-Neelsen o0 auramina

La investigacidn de bacterias acido-alcohol resisten
tes, se realiza habitualmente, desde el punto de vista de
su visualizacidn, mediante la tincid6n de Ziehl-Neelsen. Es
ta tincidén aprovecha la propiedad de estas bacterias de re
sistir la decoloracibn por un alcohol acido para ofrecer -

nos una tincién diferencial.

Como alternativa se puede utilizar la tincibén con /
auramina, que es un colorante fluorescente. La observacidn
se hace con microscopio de fluorescencia. Las dos tincio -
nes han demostrado ser equivalentes en cuanto a sensibili-

dad (52 %) y especificidad (99.9 %) (153).Sin embargo, 1la



tincidn con auramina permite una observacib6n a menor aumen
to por lo que el tiempo de observacibén se acorta. Debido a
esto es aconsejable esta tincibén siempre que haya que exa-

minar gran ndmero de muestras.
II.4. Microscopio de campo oscuro
El examen de muestras en microscopio de campo oscuro

es el método de eleccidén (114) para la deteccidén de Trepo-

nema pallidum en las lesiones de sifilis primaria.

[1.5. Utilidad e indicaciones del diagn6stico micros
cébpico en distintos tipos de muestras o infec-

ciones.

A) Meningitis bacteriana aguda. El diagnéstico etio-
16gico de una meningitis aguda mediante el examen de Liqui
do cefalorraquideo, es probablemente una de las peticiones
mads urgentes y dramdticas que puede recibir un laborato -
rio de microbiologfa. En estas ocasiones una tincibén de /
Gram es de un extraordinario valor, pues en un tiempo infe
rior a una hora desde que se extrajo el liquido cefalorra-
quideo podemos obtener una informacibén en muchos casos de-
cisiva para la administracidén de una antibioterapia efecti

va.



Basandose en la morfologia y en la probabilidad esta
distica la presencia de diplococos Gram negativos, diploco
cos Gram positivos o bacilos Gram negativos finos sugieren
claramente la posible identidad del microorganismo observa
do (N. meningitidis, S. pneumoniae o H. influenzae) (102 ,

153).

El resultado negativo de una tincidn de Gram en una
extensién de liquido cefalorraquideo con un ndmero aprecia
ble o abundante de leucocitos nos inclina a realizar otras

técnicas como:

1) Centrifugacidén del liquido cefalorraquideo y - /
hacer una tinci6én de Gram del sedimento; el exi -
men de esta muestra concentrada puede ofrecernos

resultados positivos.

2) Tincibn del sedimento con naranja de acridina a
pH dcido. Esta tincibén es mis sensible en muestras
con escasas bacterias, pudiendo observar bacterias
que aparecfan enmascaradas en la tincibén de Gram

(98, 105).

3) Un resultado negativo de todas las técnicas micros
cbpicas antes citadas nos orientard hacia otras /

técnicas rapidas que pueden ofrecer el diagnésti



co etiogldgico.

B) Bacteriemia. El nimero de microorganismos existen
tes en la sangre en una bacteriemia es muy variable, pero
con frecuencia es un nimero pequefio. En ocasiones es menor
de una bacteria por ml. de sangre (193). En estas circuns-
tancias no es dificil reconocer que el exédmen microscbdpico
de la sangre periférica como método diagnéstico para detec

tar el agente etiolbgico prdcticamente carece de utilidad.

Se ha propuesto el exdmen microscbpico, previa tin -
cibén, de la capa de leucocitos que aparece en sangre cen -
trifugada, con el objetivo de detectar rapidamente bacte -
rias (20, 55, 97) (buffy coat). Sin embargo, no ha prospe-
rado como exdmen de rutina en infecciones humanas, debido
seguramente a la pequefia concentracibén en que se encuentran
los microorganismos en muchos casos y a la ¢lta concen -
tracidn que se necesita para que sean visualizados en la /
preparacidn hecha con la capa de leucocitos que se obtiene

centrifugando sangre del enfermo (147).

C) Infeccibn del tracto genitourinario.
Orina: La sospecha de infeccidn urinaria provoca
sin duda un gran ndmero de peticiones de examenes bacteriog
l6gicos. Se calcula que al menos una tercera parte de las

muestras que se reciben en los laboratorios de Microbiolo



gfa Clinica de los H pitales, son orinas, de las cuales -
menos del 25 % son positivas para bacterias patbgenas.Por
ello seguramente debe buscarse una forma sencilla, rdpida
y a ser posible poco costosa para seleccionar las orinas -

de los enfermos con infecciones del tracto urinario.

En este sentido, la presencia de dos o més bacterias
por campo (con objetivo de inmersi6n) en una tincién de -/
Gram hecha de una orina recogida correctamente y no centri-
fugada, significa con un alto valor predictivo la presen -
cia de por lo menos 105 bacterias ml (179). Estos resulta-
dos obtenidos del examen microscbpico deben ser confirma -

dos por cultivo.

Las tinciones de 4&cido-alcohol resistentes (Ziehl -
Neelsen o auramina) pueden servir de ayuda en el diagndsti
co de la tuberculosis renal o diseminada aunque un resulta
do positivo debe ser interpretado con cautela ya que pue -
den aparecer micobacterias no tuberculosas en la uretra -

de personas sanas.

Gonorrea: En un gran porcentaje de pacientes sobre /
todo varones heterosexuales, el diagndstico de gonorrea -
puede hacerse con bastante seguridad mediante el exdmen de
una tincibén de Gram del exudado uretral. El diagnbstico de

pende del hallazgo de diplococos Gram negativos con morfo-
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logia caracteristica de Neisseria, dentro o fuera de leuco

citos polimorfonucleares. Cuando la muestra procede de mu-

jeres, o de mucosas distintas de la uretra en varones homo

sexuales, la observacién de diplococos Gram negativos en /

preparaciones,puede o0 no corresponder a N.gonorrhoeae sino

a otras especies de Neisseria. Cuando N.gonorrhoeae se en-

cuentra en escaso ndmero, su presencia puede ser inadverti
da. En estas ocasiones la tincién de naranja de acridina /
puede ser una ayuda para la visualizacibén de estas bacte -
rias, aunque como en todos estos casos el diagnéstico que

se puede hacer es de presuncidn.

Para la identificaciédn correcta se necesitan otros -

procedimientos (cultivo o deteccibén de antigenos).

La interpretacién incorrecta de Acinetobacter calcoa

céticus variedad anitratus como_N. gonorrhoeae en uretrji -

tis es un problema que probablemente se produce en muy po-

cas ocasiones.

Vulvovaginitis: En una tincidn de Gram de exudado va
ginal, se pueden observar esporas o hifas de levaduras, en
un 70-100 % (153); no obstante, como las levaduras pueden
encontrarse en la vagina de un ndmero importante de muje -
res asintométicas, hay que tener cuidado al interpretar -/
los resultados microscépicos debiendo relacionarlos con /

los sfntomas que presente la enferma.



El diagnbéstico de Trichomonas se hace habitualmente

observando estos flagelados en una preparacidén en fresco de
exudado vaginal o en preparaciones tefiidas con Gram 0 na-

ranja de acridina y examinadas por personal experto.

D) Infecciones del tracto respiratorio superior. Una
vez que la difteria ha dejado de ser un problema, también
lo ha dejado de ser el dificil diagnéstico de presuncibon -
de esta enfermedad mediante la observacidn de una prepara-

cibén tenida, del exudado de una membrana sospechosa.

Sin embargo, persiste el interés por la posibilidad
de un diagndstico répido de faringitis estreptocécica del
grupo A, mediante el examen de una tincibén de Gram de exu-
dado faringeo (40) aunque generalmente se prefieran otras
técnicas inmunolégicas mas especificas para este diagndsti

co (89).

E) Infecciones del tracto respiratorio inferior.Exis
ten varias formas de obtener muestras del tracto respirato
rio inferior, siendo las mas utilizadas: esputo emitido es
pontdneamente, puncidn transtraqueal o puncidén transpulmo-

nar.

Esputo: Una tincidén de Gram del esputo observada a -
pocos aumentos nos puede determinar la calidad de la mues-

tra, segln los leucocitos y células epiteliales que se ob-
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serven por campo, Y Ppor lo tanto si la muestra es -/
aceptable para cultivo. En caso afirmativo la preparacibn
debe ser examinada con objetivo de inmersidn para tratar -
de establecer el diagnbstico etiolbgico de la neumonfa.El
diagnbéstico de la neumonia presenta especiales problemas
y en este aspecto, el potencial de la microscopia en el

diagn6stico r&pido parece ser mayor que su aprovecha -/

miento.

Los esputos pertenecientes a enfermos sospechosos de
tuberculosis pulmonar o micobacteriosis, deben ser tefiidos
con Ziehl-Neelsen o Auramina y examinados en busca de baci

los dcido-alcohol resistentes.

Puncibn transtraqueal y puncién transpulmonar: Todos
los aspirados procedentes de puncibén transtraqueal y pun -
cién transpulmonar deben ser tefiidos con Gram de forma ru
tinaria y examinados para determinar si existe flora,bacte
riana y si ésta es mono o polimicrobiana, como parte de -
una rdpida orientacibén diagnbstica (estas muestras,también
deben ser tefiidas con técnicas apropiadas para micobacte-

rias y L. pneumophila).

F) Gastroenteritis. El examen microscédpico de heces
de enfermos con gastroenteritis tienen una utilidad muy li

mitada y s6lo se utiliza ocasionalmente.



El examen microscopico de heces, se utiliza fundamen
talmente mediante una preparacidn tefiida con azul de meti-
leno o Gram para observar la presencia o ausencia de leuco
citos polimorfonucleares. Si estos se encuentran en propor
cién abundante, se asocia a colitis por bacterias patbége -

nas invasivas como Salmonella, Shigella o Campylobacter .

Por el contrario la ausencia de leucocitos se puede asociar
a patbgenos intestinales toxigénicos no invasivos como Vi

brio choleraey Escherichia coli enterotoxigénico.

G) Heridas, abcesos y exudados. La observacidn al mi
croscopio de una tincidn de Gram de exudados de heridas, -
abcesos y exudados de distinta procedencia, pueden ayudar
a una orientacibén diagnbéstica de la clase de bacteria que
estd produciendo la infeccibn, como estafilococos o estrep
tococos cuando se observan cocos Gram positivos en racimos
0 en cadenas; clostridios si se ven bacilos Gram positivos
de gran tamafio, o bacteroides si se aprecian bacilos Gram
negativos pleomérficos. También se pueden apreciar si exis

te una infeccidon mixta.

Con frecuencia existen gran cantidad de células pro-
cedentes de tejidos, células inflamatorias y restos celula
res que impiden observar con la suficiente claridad las -/
bacterias. En éstos, como en otros casos, la tincién con -

naranja de acridina a pH dcido es una importante ayuda pa-



ra la deteccidn de las bacterias.

En resumen, la microscopia es una de las técnicas -/
mds antiguas en el diagnbéstico microbiolbégico. Su uso ha -
sido mejorado no s6lo en la calidad de los instrumentos 6p
ticos, sino en las técnicas de tincidén. La rapidez con que
se puede llevar a cabo hace de ella un elemento imprescin-
dible para obtener datos razonablemente precisos con los /
que efectuar una orientacidn diagndéstica y un tratamiento

adecuado.

III.- DETECCION DE ANTIGENOS UTILIZANDO ANTICUERPOS

ESPECIFICOS

Dejando aparte la inmunofluorescencia directa, que -
es una técnica que pudiéramos considerarla antigua, en los
dltimos afos se han desarrollado un buen ndmero de técni -
cas inmunoldgicas para detectar antigenos solubles y que /
compiten por demostrar cual es m&s sensible. Entre ellas ,
por el interés que tienen,deben ser citadas, coaglutina -
cibébn, aglutinacién de latex, contrainmunoelectroforesis y

ELISA (102, 114).

IIT.1. Inmunofluorescencia directa en identificacién

de bacterias

El primero que utilizé la inmunofluorescencia como -



técnica de diagn6stico, fué Coons y cols, que demostraron
la existencia de antigenos neumocdcicos de tipo 3 en rato
nes infectados experimentalmente, haciendo reaccionar cor
tes de tejido congelado, con un anticuerpo de conejo que

habia sido conjugado con fluoresceina-4-isocianato.

Con el progreso técnico de los microscopios de fluo-
rescencia y la introduccidén del isotiocianato, que facili-
ta la conjugacidén de la fluoresceina con las inmunoglobuli-
nas, se produjo una expansibén de esta técnica, aplicdndo-
se al estudio de numerosas bacterias y credndose grandes /

expectativas.

Sin embargo, los problemas e inconvenientes que sur
gieron en la interpretacidon de los resultados, hicieron -/

disminuir el interés por estas técnicas.

La inmunofluorescencia directa es un método inmunold
gico que emplea un colorante fluorescente conjugado direc-
tamente con un anticuerpo especifico, que al ser puesto en
contacto con el antigeno adecuado, se une a &l produciendo
se una reaccibén inmunoldégica. Como resultado de ella, que-
da tefiida la bacteria con el colorante fluorescente y al /
ser observada en un microscopio de fluorescencia, puede -/
verse su morfologia, lo que supone una ayuda para la inter

pretacibébn de los resultados.
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Si el anticuerpo se une al antfgeno, y se utiliza -/
una segunda globulina marcada con el colorante fluorescen
te que se une al complejo antfgeno-anticuerpo antes forma

do, se trata de una reaccién de inmunofluorescencia indi

recta.

Los inconvenientes de estas técnicas, que no son fa-
ciles de soslayar, se centran fundamentalmente en: bajo -/
grado de sensibilidad, pues los antigenos deben encontrar-
se en la muestra en alta concentracién; posibilidad de /
reacciones cruzadas o de la absorci6n de una parte del con
jugado por antigenos tisulares, lo que afecta a la especi-
ficidad del método; la subjetividad en la interpretacibn -
de resultados y la necesidad de disponer de microscopistas
bien entrenados. En bastantes ocasiones la ayuda que supo-
ne el observar la morfologfia de la bacteria, es insuficien

te para prevenir diagnbésticos equivocados.

Debido a que la inmunofluorescencia es una técnica /
de dificil realizacibn, es extraordinariamente importante
disponer de antisueros que hayan sido evaluados cuidadosa-
mente, asf como de un microscopio de fluorescencia de alta
calidad preferentemente con iluminacién de luz incidente -
(epifluorescencia) que presenta grandes ventajas sobre los
tradicionales sistemas que emplean luz transmitida a tra -

vés de un condensador de campo oscuro. Como colorante fluo



rescente es preferible utilizar el isotiocianato de fluo -

resceina.

Bacterias en las que se emplea generalmente técnicas de in-

munofluorescencia

- Bacteroides

Se han evaluado técnicas de fluorescencia directa e

indirecta para Bacteroides fragilis y Bacteroides melaning

genicus (44, 82, 90). Las técnicas directas, utilizando -/
conjugados comerciales y las indirectas antisueros prepara

dos por los mismos investigadores.

La sensibilidad de las técnicas de inmunofluorescen-

cia indirecta ha sido muy alta para Bacteroides fragilis,pe

ro presentan la dificultad de tener que preparar los anti -

sueros.

Los conjugados comerciales, muestran una sensibilidad

entre moderada y alta para Bacteroides fragilis y melanino

genicus, y una especificidad alta. Estas técnicas de inmu-
nofluorescencia, se utilizan bien directamente en muestras
clinicas o bien a partir de una colonia obtenida mediante

cultivo anaerobio. Cuando se utilizan directamente muestras

clinicas, es muy conveniente que estas muestras sean envia



das en recipientes para transporte de muestras anaerobias,
donde se introduce 1la muestra (pus o exudado purulento) .
La recogida de la muestra con torunda de algodén no es ade
cuada para el estudio de Bacteroides por inmunofluorescen-
cia ni en general para el estudio bacteriolégico de anaero

bios.

Se han advertido reacciones cruzadas de Bacteroides

melaninogenicos con otras bacterias aerobias y anaerobias,

que pueden influir en los resultados ya que aunque la mor-
fologfa de las bacterias con las que se produce la reaccidn

cruzada es en ocasiones diferente a la de Bacteroides mela

ninogenicus, no siempre es facil de advertir esa diferente

morfologia en muestras clinicas.
En resumen, y a pesar de algunos inconvenientes (co-
mo el Gltimamente expresado), existen conjugados comercia-

les para el diagnbéstico rdpido y directo de Bacteroides /

fragilis y Bacteroides melaninogenicus que son utilizados

por bastantes laboratorios en el intento de ofrecer rdpida
mente resultados sobre infecciones producidas por estas -/
bacterias (resultados que pueden comportar un cambio de ac
titud terapelGtica), si bien el resultado definitivo nos lo

proporcionard el cultivo en medios anaerobios.
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- Legionella pneumophila.

Las neumonias producidas por Legionella pneumophila

han sido hasta hace poco de dificil diagnbéstico, primero -
por el desconocimiento del agente etiolbdgico (el descubri
miento de la bacteria es de hace pocos afios) y después por
que debido a sus requerimientos nutritivos se encuentran -

serias dificultades para poder cultivarlo.

Por ello no es dificil comprender que se utilicen -/
técnicas de inmunofluorescencia directa para el diagnésti-

co de L. pneumophila antes que las técnicas de cultivo

Hasta hace poco tiempo los Gnicos conjugados para inmuno-

fluorescencia directa disponibles eran producidos por el /
CDC (Center for Disease Control), si bien hoy existen con-
jugados comercializados. La sensibilidad de la prueba es -
moderada pero la especificidad con controles adecuados es

alta.

Es muy importante en esta técnica evitar la contami-
nacion de las muestras. Asi mismo hay que tener presente -
la posibilidad de una contaminacidén aérea (colonizacibén -/
del aire por Legionella) asi como la obtencidn de falsos -
positivos por reacciones cruzadas con bacterias aerobias o
anaerobias lo que hace necesaria una confirmacidn posterior

por cultivo o por seroconversidn.
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No obstante, la inmunofluorescencia directa a Legio-
nella es una técnica ampliamente utilizada por numerosos -
laboratorios para el diagn6stico répido de las infecciones
respiratorias producidas por esta bacteria, que por otro -

lado se revelan cada vez mis frecuentemente.

- Chlamydia trachnoilatis.

Desde que se conoce que Chlamydia trachomatis ademds

de producir enfermedades como tracoma o conjuntivitis de -
inclusibén es capaz de producir enfermedades de transmisidn
sexual (uretritis, cervicitis), el interés por conseguir -
un diagnéstico etioldgico répido de las enfermedades produ
cidas por esta bacteria, ha aumentado de forma importante.
Asi se han desarrollado técnicas comerciales de inmunofluo

rescencia directa para la deteccibén de Chlamydia trachoma-

tis, que han sido aplicadas sobre todo al diagnéstico de /
entermedades de transmisién sexual. Estas técnicas compi -
ten hoy dfia con otras técnicas inmunoldgicas como ELISA y

con las técnicas de cultivos celulares.
- Bacterias productoras de meningitis
Las técnicas de inmunofluorescencia directa fueron -

répidamente aplicadas al diagnéstico de la meningitis bac-

teriana aguda. Los resultados obtenidos con Neisseria me -

ningitidis, Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influen-
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zae, fueron buenos especialmente con Haemophilus influen-

——ma

zae. Sin embargo a pesar de las ventajas que pueden apor -
tar la especificidad inmunolégica de estos métodos, es in-
teresante conocer que con una técnica més sencilla, més ra
pida y mds barata como es la tincién de Gram, se obtienen

resultados casi iguales a los de la inmunofluorescencia di

recta (131).

- Otras bacterias en que se han empleado técnicas de

inmunofluorescencia.

Durante bastantes afios se han empleado técnicas de /

IFD en Estados Unidos de forma esporéddica, para el diagnés

tico de Bordetella pertussis, pero la poca correlacidn de
los resultados obtenidos hace pensar que no se puede con -
fiar s6lo en esta técnica para el diagnbstico de esta in -

feccibn.

También se ha aplicado la inmunofluorescencia al -/
diagnbéstico directo de la sifilis en lesiones sospechosas,
aunque parece que la sensibilidad y especificidad de estas
pruebas son parecidas a las obtenidas con la microscopia -
de campo oscuro, si bien la inmunofluorescencia directa /

tiene la ventaja de su especificidad inmunolbgica.

Las técnicas de inmunofluorescencia en muestras di-
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rectas para el diagn6stico de N. gonorrhoeae y Estreptoco

co betahemolitico del grupo A, han sido poco utilizadas.

Iqualmente, las reacciones cruzadas con otras entero
bacterias, han limitado el uso de estas técnicas para la /

identificaciédn de salmonellas y shigellas.

III.2. Contrainmunoelectroforesis

La contrainmunoelectroforesis (CIE) fué descrita en
1959 y su primera aplicacidn clinica fué la deteccibn de -
Antigeno Australia (HBs-Ag). En seguida otras técnicas -
la reemplazaron en esta investigacidén y la contrainmnoelec
troforesis se convirtié en una técnica para la deteccidén -
rdpida de antigenos bacterianos en liquidos corporales 'y

para la identificacidén inmunoldgica de ciertas bacterias.

La contrainmunoelectroforesis se basa en el princi -
pio de inmunodifusién modificado, de forma que el antigeno
y el anticuerpo se dirigen uno hacia el otro por electrofo
resis. El antigeno se coloca en un pocillo en el cdtodo vy
debido a su carga negativa es atraido hacia el &nodo. El -
anticuerpo es colocado en un pocillo en el anodo y se mue-
ve hacia el catodo debido a una corriente endoosmdtica y a

su carga negativa.
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Si las condiciones de voltaje, pH, buffer, concentra
ciones de antigeno y anticuerpo y la capacidad de reaccidn
del antisuero es adecuada, se formard una linea de precipi
tacibn equidistante de los pocillos situados en el anodo y

en el cdtodo, aproximadamente entre 30 y 45 minutos.

Como en otras técnicas de laboratorio, hay que con-
trolar todos los componentes que intervienen en la reaccidn:
la calidad del antigeno, el buffer (pH 8.2-8.6); el sopor-
te para la reaccidn inmunolbgica (generalmente agarosa) y
la camara de electroforesis, que contiene el buffer, trans
mite la corriente eléctrica y proporciona un soporte al -

gel de agarosa.

Las aplicaciones de CIE en el diagn6stico de las en-
fermedades infecciosas las podemos resumir en: a)Deteccidn
de antigenos en liquidos corporales; b) Determinacidédn de -
titulo de anticuerpos (baja sensibilidad); c¢) Evaluacidn -
del prondstico: la presencia o aumento de antigenos, se co
rrelaciona con mala evolucién y aumento de la mortalidad ;

d) Identificacidén de aislamientos clinicos (6).

Entre estas aplicaciones la mas utilizada ha sido la
deteccibn de antigenos en liquidos corporales mediante una
amplia variedad de antigenos especificos comercializados /

entre los que son mas comunes: a) N. meningitidis: El uso
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de antisueros polivalentes para los serogrupos A, B, C, Y,
W135, no ha sido satisfactorio por lo que es necesario -
la utilizacidn de sueros monovalentes. El antisuero de N.

meningitidis grupo B posee una sensibilidad tan baja que /

hace poco Gtil la realizacibn de esta prueba; b) S. pneumo
niae: Se conocen 84 serotipos distintos de neumococo. Se /
utiliza para la técnica un antisuero polivalente (onnise-

rum) que se ha mostrado satisfactorio; c) H. influenzae:De

los serotipos de H. influenzae conocidos sb6lo es necesario

realizar la prueba frente al tipo b.

De la relacidn de antigenos disponibles podemos dedu
cir que la CIE se utiliza especialmente en el diagnbstico

bacteriolbégico de meningitis y neumonias.

El diagnéstico de meningitis producido por los tres

patégenos mds importantes (N. meningitidis, S. pneumoniae

y H. influenzae) para muchos autores se obtiene con CIE en

un elevado nUmero de casos (53) y es més sensible que el /
Gram (6, 38, 46, 72, 134), mientras que para otros (32),la
tincidn de Gram y el cultivo se muestran superiores en CIE.
Esta prueba rapida y especifica tiene sin embargo un impor
tante inconveniente en nuestro pais y es que siendo la me

ningitis producida por N. meningitidis del grupo B una de

las mds frecuentes, su antisuero especifico no alcanza 1la

sensibilidad adecuada.
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El diagnéstico de neumonfa neumocbcica es frecuente-

mente dificil ya que S. pneumoniae se encuentra como flora

habitual en la faringe (146) de individuos sanos, por lo -
que su aislamiento en esputos (al contaminarse estos con /
flora faringea al ser espontédnemanete emitidos) no es una

prueba absoluta de infeccidén por S. pneumoniae. Sin embar

go, la virulencia del organismo depende de la presencia de
un polisacdrido capsular (96). Este polisacdrido capsular
puede ser detectado (37) y una de las técnicas répidas usa

das para ello es la CIE.

La deteccidn del polisacédrido capsular en esputo,apa
rentemente es capaz de dintinguir entre colonizacidn e in
feccidén (186) y en enfermos con cultivos negativos trata-
dos con antibibéticos (170), puede resultar positiva la de-
teccidn de antigeno ya que este persiste en el esputo entre

dos y cinco dfas.

Sin embargo, parece que con técnicas més sencillas y
sensibles como la coaglutinacién, se obtienen resultados -
similares a los obtenidos con CIE (186).

IIT.3. Técnicas de aglutinacidn

Las técnicas de aglutinacidn desde hace muchos afios,

han sido ampliamente utilizadas en los bancos de sangre y



en laboratorios clinicos para determinar por ejemplo el -/
factor reumatoide o anticuerpos bacterianos. Ello hace que
estas técnicas nos resulten familiares y como consecuencia
de ello hayan tenido una gran aceptacidén al haber sido apli
cadas al diagnbéstico directo de las enfermedades infeccio-
sas. En muchos casos pueden ser utilizadas como técnicas -
de eleccibn para la deteccidn de antigenos si los reacti -

vos son de calidad (35).

La aglutinacidn es una manifestacién secundaria de -
la reaccidn antigeno-anticuerpo y se produce en teoria siem
pre que anticuerpos y antigenos se unan con enlaces amplios.
Los anticuerpos difieren unos de otros de forma importante
en su capacidad de aglutinar con los antigenos. Las inmuno
globulinas M pueden ser 750 veces mas eficientes que las -

IgG en las reacciones de aglutinacién (35).

Pueden utilizarse como anticuerpos, inmunoglobulinas -
completas purificadas o anticuerpos monoclonales. La utili
zacidn de estos Gltimos confiere una alta especificidad a

la reaccibdn.

Las reacciones de aglutinacidén directa son de muy fa
cil realizacibén. Se coloca una gota de la muestra clinica
en un portaobjetos y se afilade una gota del anticuerpo con

particulas sensibilizadas. Ambas gotas se mezclan con un -
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aplicador y/o mediante rotacifén. En un tiempo inferior a

10 minutos, se obtienen los resultados de la aglutinaci6n.
La interpretaciédn del grado de aglutinacibén es bastante -/
subjetiva y requiere practica por parte del operador. La -
lectura de los resultados de la aglutinacién deben compa -
rarse simultdneamente con los obtenidos con los controles

de reactivo. También es conveniente la utilizacién de con

troles positivos y negativos.

Es importante conocer que las reacciones de aglutina

cidon pueden dar falsos resultados debido a fenbmenos de zo

na. Si existe un exceso de antfgenos en la reaccibn, la

aglutinacién no se produce. Por lo tanto, en las muestras
negativas se debe repetir la reaccién una vez diluidas pa
ra evitar el exceso de antigeno como posible causa de una

reacci6tn negativa falsa.

I11.3.1. Aglutinacibén de latex

El l&tex son particulas de 0.8 micrometros aproxima-
damente, poco costosas y buenas transportadoras de anticuer
pos. Una vez lavadas, si se almacenan a 4% C permanecen es

tables indefinidamente.

Las reacciones de l&tex utilizan obviamente particu-

las de latex de poliestireno y a esta mezcla se le afiade -
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albdmina bovina. Con el reactivo preparado de esta forma ,
es posible mostrar la presencia de cantidades muy pequefias

de antigeno especifico en muestras patolébgicas.

La aglutinacibébn de ldtex detecta ordinariamente como
poco 1 ng/ml. de polisacdrido bacteriano purificado y en -
ocasiones ha llegado a detectar 0.2 ng/ml. (191). Los re -
sultados que se obtienen con la aglutinacién de ldtex son

superiores a los conseguidos con CIE (35, 54, 88, 191).

I11.3.2. Coaglutinacién

La coaglutinacidén es un método descrito en 1973(101)

seglin el cual, una cepa de Staphylococus aureus (cepa Co-

wan I) que contiene protefna A, sustancia situada a nivel

de la pared celular,se hace crecer en caldo,se lava,se fi-
ja con 0.5% de formaldehfdo y se trata con calor a 80?2 C .
Las partfculas asf tratadas son estables durante muchas se-
manas.Los anticuerpos especificos responsables de la reac-
cibn se unen por su fragmento Fc con la protefna A del es-
tafilococo, quedando libre el fragmento Fab para reaccio -

nar especificamente con el antigeno.

Las particulas estafilocbcicas pueden causar proble -
mas al aglutinar con inmunoglobulinas o con anticuerpos es

pecificos antiestafilocbcicos en muestras clinicas. Este -
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inconveniente que parece ser frecuente, puede ser elimina-
do en la mayorfa de los casos, calentando las muestras a /
65-802 C durante 5 a 10 minutos. La aglutinacidn con esta

técnica se produce en 30 a 60 segundos y es visible macros
cGpicamente. En la coaglutinacidn se detectan concentracio
nes de antigenos bacterianos del orden de 8 a 12 ng/ml. -/

(131).

Existen comercializados equipos para reacciones de /
aglutinacibén de latex y coaglutinacién, directamente de -/
las muestras clinicas, con los siguientes microorganismos:

Streptococcus pneumoniae, Haemophilis influenzae tipo b,Nei

sseria meningitidis (grupos A, B, C, Y, WI35), Streptoco-

cus grupo A y B de Lancefield.

Se han utilizado estas técnicas para la deteccidn ra
pida de antigenos de las bacterias antes mencionadas funda
mentalmente en liquido cefalorraquideo, suero, orina, exu-
dados faringeos y esputo (24, 36, 43, 47, 54, 73, 88, 89 ,
131, 172, 182, 191, 195, 201, 202).

En la deteccidn de antigenos de S. pneumoniae en es

putos de enfermos de neumonia, la coaglutinacidén se ha mos
trado superior a CIE ya que es una técnica mé&s sencilla y
tiene la misma sensibilidad en muestras de enfermos con -

menos de 12 horas de tratamiento antibidético; en muestras
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de enfermos con mas de 12 horas de antibioterapia se obtie
nen mayor n(mero de resultados positivos con coaglutinacibn
que con CIE (52). En cambio la aglutinacibén de l&tex ha de
mostrado una buena sensibilidad, superior a la coaglutina-

cién en la deteccidén rédpida de Streptococus grupo A, en -/

exudados faringeos (89).

Aunque se han utilizado estas técnicas en suero y -/
orina, sin duda la aplicacibén m&s generalmente extendida -

es en el diagnbéstico de la meningitis bacteriana aguda.

La mayoria de los trabajos que se han ocupado de la
evaluacidn de estas técnicas, compardndolas entre si y tam
bién con la contrainmunoelectroforesis, coinciden en que -
tanto la aglutinacién de l&tex como la coaglutinacién son

m&s sensibles que CIE en la deteccidn de antigenos de N. /

meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae y Streptococus

grupo B. Como ademas son técnicas muy sencillas, enormemen
te rapidas, y su positividad estéd en relacidén directa con

la concentracidn de antigenos y no con el nimero de bacte-
rias viables (lo que ofrece la ventaja de poder obtener re
sultados positivos en enfermos con tratamiento antibibtico),
su uso supone indudablemente un importante avance en el -/

diagnéstico de las meningitis purulentas.

También se utilizan estas técnicas de forma habitual
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para la identificacidn rdpida de bacterias aisladas en -/

cultivo puro como Staphylococus aureus, Streptococus grupo

A, B, C, D, E, F, G, y por supuesto S. pneumoniae, N.menin

gitidis y H. influenzae tipo b.

IIT1.4. 1Inmunoensayo enzimdtico (ELISA)

Los métodos inmunolégicos alcanzanun gran nivel con
la aparicidn de las técnicas de inmunoensayo enzimatico pa
ra la determinacidn de sustancias que se encuentran a ba -
jas concentraciones, con un alto grado de precisibn y segu

ridad.

En microbiologia estas técnicas estaban limitadas a
la investigacidén de anticuerpos y antigenos virales, pero
su continua expansidn ha llegado a la bacteriologia pudien
dose hoy utilizar para la deteccidn de antigenos de bacte-

rias como Neisseria gonorrhoeae y Chlamydia trachomatis, a

partir de muestras clinicas (exudados vaginales, uretra -/

les).

Para el diagnbstico bacteriolbégico se utiliza general
mente un inmunoensayo enzimédtico de fase sblida: Las esfe-
ras tratadas con el anticuerpo especifico, se incuban con
la muestra, después se afiade un anticuerpo especifico igual

al que contiene la esfera y a continuacién un anticuerpo -
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antiinmunoglobulina unido a un enzima (peroxidasa de réba-
no picante). Si las muestras contienen antigeno especifico,
habrd una reaccidén inmunolbgica como resultado de la cual -
se encontrard el enzima en la superficie de la esfera. La /
presencia del enzima en la esfera, se determina incubando
la esfera lavada con O-feninlendiamina (OPD) que contiene -
perdxido de hidrbgeno, y se desarrolla una coloracién cuya
intensidad es proporcional a la cantidad de antigenos adsor

bidos en la esfera.

Estudios realizados en N. gonorrhoeae con ELISA, de-

muestran una buena sensibilidad en el hombre y moderada en

las mujeres (45).

Es interesante conocer que ciertas clases de N. menin

gitidis y N. lactamica pueden reaccionar con técnicas ELISA

diseffiadas para detectar antigenos de N. gonorrhoeae. Estas

Neisserias no gonocbcicas pueden diferenciarse de N. gono-

rrhoeae mediante procedimientos de cultivo e identificacién.

Sin embargo, otras Neisserias no gonocdcicas muy raramente

se pueden aislar de muestras urogenitales.

La aparicidn de técnicas ELISA para deteccién répida

de Chlamydia trachomatis ha supuesto junto con la inmuno -

fluorescencia directa un gran avance para el diagnbéstico /

etiolbdgico de las uretritis no gonocbcicas (138).
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IV. TECNICAS QUE IDENTIFICAN SUSTANCIAS ELABORADAS

POR EL AGENTE INFECCIOSO O DETECTAN SUSTANCIAS PRODUCIDAS

POR EL HUESPED EN RESPUESTA A UNA INFECCION

IV. 1. Prueba del Limulo

Se basa en el principio de que el lisado (extracto)
de un crustéceo, el Limulo polyphemus se gelatiniza en pre-
sencia de cantidades extraordinariamente pequefias de endo-

toxina bacteriana.

Esta prueba es especialmente recomendada para el con
trol de los productos béasicos que se van a utilizar en la -

fabricacidén de soluciones para uso parenteral (114).

También se han intentado otras aplicaciones, como la
deteccibn de bacteriuria significativa, comparando su efec
tividad con el Gram demostrando menores errores de inter -
pretacién (87). Su gran sensibilidad frente a las endotoxi
nas bacterianas, que permiten detectar cantidades por enci
ma de 0.1 ng, han orientado su uso para el diagnéstico ré-
pido de meningitis producidas por bacilos Gram negativos /
(114). Sin embargo, esta utilidad se ve muy reducida ya -/
que la mayorfa de las meningitis bacterianas estédn produci

das por bacterias distintas de bacilos Gram negativos.
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IV. 2. Cromatografia de gases.

Los lipidos de las bacterias se encuentran en la pa
red celular-membrana celular donde los &cidos grasos estén
unidos quimicamente a otros componentes celulares. Estos -
dcidos grasos son liberados o escindidos y posteriormente

analizados por cromatografia gas-liquido.

Asf, con estas técnicas se pueden detectar la presen
cia de 4cidos grasos volétiles y no volétiles especificos
de determinados microorganismos anaerobios, directamente -
de muestras clinicas ya que en una flora mixta de bacterias
anaerobias estrictas y anaerobias facultativas los perfiles
obtenidos con la cromatografia hace posible descubrir la
presencia de una especie anaerobia en particular. Esta es -
una de las mds extendidas aplicaciones de la <cromatografia
de gases en microbiologia ya que los métodos convencionales
para el estudio de anaerobios son habitualmente lentos y es
de gran interés conocer la participacibébn de flora anaerobia
en una infeccifn, ya que en este caso con frecuencia habré

que modificar la terapia antimicrobiana.

También se puede utilizar la cromatografia de gases
para la identificacidn de microorganismos aislados en culti
vo puro pues con esta técnica y segln la composicidn de los

dcidos grasos de la pared celular se obtienen perfiles que
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permiten una clasificacion més precisa de las especies bac
terianas. Estas técnicas han alcanzado un avanzado grado -
de experimentacién y estén abriendo interesantes expectati
vas en la definici6n de la taxonomfa, hasta ahora contro -

vertida, de muchas familias de microorganismos (114).

No obstante, la cromatografia de gases es una técni-
ca compleja, que requiere para ser realizada correctamente

una gran experiencia.

IV. 3. IgM especifica

La investigaciédn de IgM especifica tiene un destaca-
do valor en el diagndéstico rdpido de Toxoplasmosis, Rubeo-

la y otras enfermedades producidas por virus que se encuen

tren en fase activa.

V. DETECCION RAPIDA DE BACTERIURIA SIGNIFICATIVA

El problema del diagnéstico rdpido de la bacteriuria
significativa merece un tratamiento aparte, al existir gran
nGmero de técnicas disponibles, que permiten acortar consi-
derablemente el tiempo en que se obtienen los resultados,de
forma que éstos estdn disponibles el mismo dia en que se re

cibe la muestra en el laboratorio



Entre las técnicas que son mas utilizadas vamos a ocu

parnos de las siguientes:

V.l. Bioluminiscencia

La bioluminiscencia ha sido empleada junto con un fo-
témetro para la deteccidn de bacteriuria significativa. EI
principio del método, consiste en que el adenosin trifosfa
to (ATP) que ha sido extraido de la bacteria mediante el -/
sistema enzimdtico luciferin-luciferasa, origina la emisiobn
de luz cuya intensidad es proporcional a la cantidad de ATP

y por lo tanto a la concentracién bacteriana.

Esta técnica que es de indudable rapidez_ (aproximada-
mente 30 minutos), en la obtencidn de resultados, puede pre
sentar algunos inconvenientes como su alta sensibilidad, la
dificultad en obtener un eficiente método de extraccidn de
ATP que sbdlo actue sobre las bacterias; o la presencia en -

la orina de inhibidores del sistema enzimdtico (34).

La sensibilidad que se obtiene con esta técnica es va
riable oscilando segin los autores entre 73 y 93.6 %, lo -/
mismo que la especificidad que varfa entre 84.5 y 93 % -/

(5, 10, 86).
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V. 2. Impedimetria

La presencia de microorganismos que se multiplican -
activamente en un medio liquido, producen cambios en la -/
composicidon quimica del medio, con variaciones en su con -
ductividad. Las variaciones que se producen en un determi
nado periodo de tiempo, son proporcionales a la concentra-
cién de microorganismos de las muestras. Algunos aparatos
como Bactometer y Malthus se basan en estos principios. EsS
tos aparatos son féciles de manejar y no necesitan pretra-
tamiento de la muestra. Los resultados se obtienen entre 2

y 4 horas.

Se han utilizado con resultados satisfactorios por -
algunos autores (21, 26). Su principal inconveniente es su
fracaso para detectar bacteriurias producidas por algunos

microorganismos de <crecimiento lento (87, 114).

V. 3. Métodos electroquimicos y nefelométricos

También se han propuesto (dados los buenos resulta -
dos obtenidos por sus autores) la utilizacién de métodos -
para la deteccidén de bacteriurias basados en la medida del
cambio de potencial entre dos electrodos (métodos electro-
quimicos) o en el uso de un nefelbmetro de léser, en el -/

que el rayo laser al atravesar una cubeta que contiene la



- 43 -

muestra es dispersado por las particulas de la cubeta, y -
ia luz dispersada en un detarminado adngulo es captada por

un fotodetector (método nefelométrico) (17, 104, 151).

V.4. Esterasa leucocitaria y nitritos

En los Gltimos afios se ha observado un especial inte
rés, por el estudio de la deteccién indirecta de bacteriu-
ria significativa, utilizando técnicas para poner de mani-
fiesto la existencia de esterasa leucocitaria y/o nitritos
(27, 42, 80, 103, 107, 116, 117, 132). Actualmente existen
comercializadas tiras reactivas que facilitan la realiza -
cidén de las pruebas y son de gran rapidez. La prueba de la
esterasa leucocitaria consiste en que la zona de la tira /
reactiva correspondiente, contiene éster de indoxilo que -
es desdoblado por las esterasas de los neutréfilos, libe -
rando indoxilo que reacciona rapidamente con una sal de dia
zonio, formédndose un color violeta. La reaccidn se produce
en 60-120 segundos y el utilizar la esterasa de los granu-
locitos permite detectar, ademds de los leucocitos intactos
leucocitos lisados que en su examen microscbdpico no se ob-

servarian.

La mayoria de las bacterias que producen infecciones
urinarias reducen los nitratos existentes en la orina a ni

tritos. El método utilizado en las tiras reactivas se basa



- 44 -

en el principio de la prueba de Griess: La sulfanilamida ,
reacciona en presencia de un tampdn acido, con nitritos -/
formando un compuesto de diazonio que a su vez se copula -
con 3-hidroxi-1, 2, 3, 4 tetrahidrobenceno-quinolina, para

formar un colorante rosa-rojizo.

La mayoria de los autores coinciden, en que estas -/
reacciones solas o en combinacidn con otras sencillas prue
bas, son Gtiles para la seleccidén de orinas de enfermos con

probable infeccibn urinaria.

V.5. Fotometria

Las orinas dilufdas en un medio de cultivo liquido e
incubado a 37% C, permite conocer la existencia de bacte -
rias, al aparecer turbidez en el medio de cultivo liquido.
El tiempo necesario, depende generalmente de la concentra-
ci6én inicial de microorganismos. La lectura de la turbidez
es realizada por nefelbmetros automdticos que analizan un
determinado nGmero de muestras simultdneamente. Estos apa-
ratos automdticos son capaces también de hacer identifica-
ciones bacterianas y pruebas de sensibilidad (AMS, AUTOBAC,
MS2) (75, 83, 93, 108).
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VI. AUTOMATIZACION Y SEMIAUTOMATIZACION

Desde hace unos afios, y con retraso evidente sobre /
otros campos de la Medicina, se han desarrollado las condi
ciones necesarias, para la fabricacidén de aparatos automd-
ticos y semiautomdticos para ser utilizados en Microbiolo-

gfa Clinica.

La aparicidon de estos aparatos tiene su origen, en el
intento de colocar a la Microbiologfa Clinica en una posi /
cidén desde la que, en primer lugar, puede utilizar métodos
estandarizados y tener a su disposicib6n técnicas sensibles
y especificas, con el objeto de obtener resultados precisos
y sequros; y en segundo lugar, acortar el tiempo necesario

para la realizacién de las pruebas (158).

Al principio estos aparatos se utilizaban solamente
para pruebas de sensibilidad a los antibidéticos, aplicéando
se posteriormente ademas para la identificacidn de bacte -
rias. As{, una vez que han transcurrido 18 horas de incuba
cién (tiempo minimo necesario para obtener el crecimiento
bacteriano), y cuando los microorganismos estédn aislados en
cultivo puro, podemos con estas técnicas automaticas acor -
tar de forma importante el tiempo necesario para obtener la
identificacidén de las bacterias y las pruebas de sensibili-

dad antimicrobiana. Es lo que llamamos método acelerado, /
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por realizarse en menos tiempo que los métodos convenciona

les (4, 13, 39, 78, 94, 95).

Sin embargo el desarrollo tecnolégico y el trabajo -
de investigacidén en métodos répidos, han hecho posible que
estos aparatos automdticos permitan otras determinaciones
como deteccibén de bacteriuria, identificacién directa de /
bacterias en orina, o identificacidén directa de microorga-
nismos en bacteriemia a partir del frascos de hemocultivo

(85, 128, 143, 160, 168, 173, 190).

La eleccidn de la automatizacibén adecuada para un la
boratorio de Microbiologfa Clinica es un problema que no -
es fdcil de resolver debido por un lado a la répida evolu-
cibén tecnolbgica y por otro lado, a las distintas caracte-

risticas y carga de trabajo de los distintos laboratorios.

Existen publicados (158) datos referentes a tipos de
automatizacidon, exactitud, tiempo de preparacidén de las -/
muestras, tiempo de realizacién, capacidad de trabajo y da
tos econdmicos y de mantenimiento de los principales apara
tos automdticos y semiautomdticos disponibles para los la-

boratorios de Microbiologfa.

En ellos observamos que la exactitud para la identi-

ficacion de Enterobacterias y bacilos fermentadores es pa-
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ra AMS entre 83 y 99 % y para MS-2 entre 81 y 98 %, seg(n
los distintos autores consultados. La exactitud para las
pruebas de sensibilidad es para AMS entre 87 y 95 % para
Autobac entre 84 y 95 % y para MS-2 80 y 95.2 % segln di

ferentes trabajos.

El tiempo de realizacidén de las pruebas es de 8-13
horas para AMS; 3-6 horas para Autobac y 3-6 horas para /

MS-2.

Estos datos no deben ser considerados como datos ina
movibles ya que las condiciones en que se han realizado -/
los trabajos y los microorganismos que se han utilizado pa
ra ellos, pueden hacer variar los resultados y de hecho en
los datos antes referidos se observan en ocasiones grandes
diferencias. Por otra parte los avances de la tecnologia,/
hacen suponer que los aparatos sean perfeccionados y que -

los resultados obtenidos con ellos sean cada vez mejores.

Esta instrumentacidn cuyo uso se ha extendido amplia
mente, sin duda representa un avance importante en la cali

dad del diagnéstico microbiolbgico.



IT. UTILIDAD CLINICA Y PLANTEAMIENTO

DEL TRABAJO
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I11. UTILIDAD CLINICA Y PLANTEAMIENTO DEL TRABAJO

La utilidad clinica de un diagnbéstico microbioldgico
rdpido es indudable sobre todo en enfermedades graves que
pueden ser producidas por diferentes microorganismos. Un
répido conocimiento del agente etioldgico y una terapelti-
ca antibidética adecuada, pueden variar sin duda el pronés-

tico de la enfermedad.

En otra ocasiones, un diagndéstico répido va a influir
en acortar el tiempo de hospitalizacidn y por lo tanto en -
un beneficio econbémico para el enfermo y para la sociedad.
Por otra parte, también hay que tener en cuenta que en oca-
siones el precio elevado de algunas técnicas rédpidas no se

corresponden con el beneficio obtenido por el enfermo.

En este momento existen técnicas rdapidas para el diag
néstico de un buen nimero de microorganismos. Este trabajo
se ha centrado en las técnicas rdpidas de infecciones uri-

narias, bacteriemia y meningitis bacterianas agudas.

En infecciones urinarias, aparte de la posible grave
dad del cuadro en algunas ocasiones, por el gran namero de
exdmenes microbioldgicos que generan. En las infecciones -/
bacterianas meningeas y septicemias, por la gravedad de es

tos cuadros que con frecuencia ponenen peligro la vida de
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los enfermos.

- Técnicas rdpidas en infeccibn urinaria

La infeccidn del tracto urinario se puede definir co
mo la presencia de microorganismos en cualquiera de los te

jidos del aparato urinario.

Puede localizarse en cualquier nivel de las vias uri
narias (56, 127), dando lugar a cuadros bien definidos co-
mo pielonefritis, cistitis y uretritis que pueden ser sin-

tomdticos o asintomédticos.

El tracto urinario es especialmente susceptible de -
padecer infecciones bacterianas en la infancia, en el emba
razo, en diabéticos, en pacientes con cdlculos y en enfer-

mos sometidos a trasplante renal (12, 22, 41, 67, 122).

La importancia de la infeccidn urinaria se debe fun-
damentalmente a que es la segunda causa de muerte por insu
ficiencia renal (después de la glomerulonefritis crénica),
a que es una de las principales causas de septicemia por -
bacilos Gram negativos y a que producen una elevada morbi-
lidad pudiendo considerarse como una de las infecciones -/
m&s comunes en el hombre y que generan un gran nmero de -

consultas médicas y andlisis microbiolégicos.



En lo referente a su etiologia, la gran mayoria de /
las infecciones urinarias son causadas por enterobacterias
siendo E. coli el organismo mids frecuentemente involucrado.

Entre los cocos Gram positivos, Strepcococcus faecalis y /

Staphylococcus saprophyticus (estos entre mujeres jovenes)

son los que se encuentran con mas frecuencia. Las infeccio
nes producidas por bacterias anaerobias son realmente esca
sas (69). También se ha descrito, el aislamiento de corine
bacterias en enfermos con tenesmo y disuria lo que sugiere
que estos microorganismos pueden tener un papel en el sin-

drome uretral (118).

El diagnbéstico de laboratorio de las infecciones uri
narias se asocia habitualmente con recuentos de 10000-100000
0 mds microorganismos por ml. (91), si bien algunos auto -
res aceptan recuentos menores sobre todo en enfermos con -
sintomatologfa clinica (16). La correcta recogida de la /
muestra es esencial recomendindose en la mayorfa de los ca
sos, la recogida de la parte media de la primera miccibn -
de la mafiana, previo lavado de genitales, en recipiente es
téril. En ocasiones puede ser necesario la puncién suprapi
bica para confirmar la infeccibén (49, 50). Las muestras de
ben ser examinadas en las dos horas siguientes a la reco-
leccibébn o de lo contrario, mantenerse, en nevera a 42 C .
Las técnicas tradicionales incluyen cultivos para recuento

de colonias e identificacidén de microorganismos (15).



También se utilizan portaobjetos recubiertos con me-
dios de cultivo para sumergir en la orina, como método pa-
ra el recuento estimativo de bacterias viables. Pueden ser
utilizados por el mismo enfermo y como sistema de transpor

te (11, 15, 49, 110).

Desde hace tiempo, se han desarrollado diversas téc-
nicas rdpidas para determinar la presencia de bacteriuria
significativa. Ello es debido a la gran cantidad de culti-
vos de orina que han de realizar los laboratorios de Micro
biologia Clinica, que en la mayoria de los casos supera el
30 % de las muestras recibidas y a que solamente un peque-
fio nimero de ellos (aproximadamente entre el 20 y 30 %) -/
muestran recuentos significativos. Por lo tanto, los exame
nes bacterioldgicos representan una gran carga de trabajo
para el laboratorio, poco recompensada por resultados posi
tivos, lo que justifica el interés en el desarrollo de las
técnicas rapidas, que nos descarten de una forma fiable /
las muestras negativas y nos den una informacidn previa de
las positivas, que sirva para orientar el diagnbstico y el

tratamiento.

Se ha prestado una gran atencibén a los métodos quimi
cos para la rapida deteccibén de bacteriuria, como la reduc
cidén de triphenyltetrazolium chloride por el metabolismo -

bacteriano; la prueba de reduccién de nitratos a nitritos
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de Griess; la prueba de la glucosa-oxidasa basada en el me
tabolismo por las bacterias de pequefias cantidades de glu-
cosa presentes en la orina normal; y la prueba de la cata-
lasa en la que la répida produccidn de gas en la orina, al

reaccionar con el per6xido de hidrbgeno indica bacteriuria.

Estas pruebas han sido consideradas generalmente po-
co satisfactorias debido al importante ndmero de falsos ne

gativos y también a la falta de especificidad (115).

Sin embargo, recientemente, se ha llamado la atencién
sobre el recuento de leucocitos en orina sin centrifugar /
como sintoma de un procesa inflamatorio en el tracto urina
rio. Este método ha sidé aventajado en tiempo y con pareci
da sensibilidad, por tiras reactivas que miden la esterasa
leucocitaria. Ultimamente ha sido objeto de interés espe -
cial la conjuncidén de esta prueba con la reduccibén de ni-
tratos a nitritos para la deteccibn de bacteriuria signifi
cativa. La utilizacidon de estas dos pruebas juntas usando

tiras reactivas, es la que hemos elegido dentro de los mé-

todo quimicos como objeto de estudio.

Otras técnicas instrumentales que han sido propues -
tas para ser utilizadas como sistemas de deteccidn de bac-
teriuria, como bioluminiscencia, bioimpedimetria, electro-

quimicas, nefelometria de l&ser y otras no han alcanzado -
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un uso generalizado. En esta linea de aparatos, los conta-
dores de particulas, combinados con un analizador de distri
bucibn de particﬁlas segln su tamafio, parecen ser muy inte
resantes desde el punto de vista de su capacidad de detec-
tar la presencia de microorganismos en la orina independien
temente de su viabilidad (69, 114). Todavia quedan proble-
mas por resolver, pero parece uno de los sistemas mas pro-

metedores.

Los aparatos automatizados que estdn disponibles co
mercialmente para diagnéstico rdpido de muestras de orina
y méds utilizados son: MS-2, Autobac y Auto-Microbic System.
Entre ellos hemos elegido para nuestro estudio el Auto-Mi-
crobic System debido a que nos parece més prometedor ya -/
que a diferencia de los otros, ademds de detectar la exis-
tencia de bacteriuria y proporcionar el recuento de unida-
des formadoras de colonias, identifica los microorganismos
presentes sin necesitar previamente técnicas de obtencidn
de cultivo puro. Esto lo consigue mediante la utilizacidn
de pocillos con medios selectivos en los cuales hay una -/
mezcla de sustratos y sustancias inhibidoras, que permite
el crecimiento de un microorganismo determinado en cada -
pocillo. Por tanto, tiene capacidad para identificar culti
vos mixtos y enumerar cada uno de los microorganismos pre-

sentes.

Junto con el desarrollo y aplicacibn practica de téc
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nicas mecdnicas, electrénicas, inmunolbégicas y bioquimicas
para el diagnbéstico rdpido de microorganismos en muestras

clinicas, ha vuelto un renovado interés por las antiguas -
técnicas microscébpicas, para este tipo de diagndéstico ya /
que diffcilmente se encontrard una técnica mas barata y -

que ofrezca resultados mas rédpidos. Asi hemos seleccionado
la tincién de Gram y Naranja de Acridina de orinas sin cen
trifugar para estudiarlas como sistema rdapido en el diag -

nbstico de la infeccidn urinaria.

- Técnicas rdpidas en bacteriemia

El término bacteriemia indica la presencia de bacte-
rias en la sangre y aunque puede sospecharse el diagnésti-
co basandose en datos clinicos, sélo se puede confirmar me
diante el cultivo de la sangre. El término septicemia se /
usa a menudo como sinbnimo, pero este término implica otras

manifestaciones clinicas ademds de la bacteriemia.

Anualmente se detectan alrededor de 200000 casos de
septicemia asociados a una mortalidad de un 40-50 % (193,
196). Por lo que la bacteriemia es uno de los mayores pro-
blemas con que se enfrentan los Hospitales (30, 59, 65,66,
117, 129, 162, 163, 164) a pesar de los nuevos agentes an-

timicrobianos.
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Respecto a su etinlogia han sido descritas numerosas
bacterias como responsables de bacteriemias, en las que /
junto a las generalmente adtimidas como m&s frecuentes(En

terobacterias, Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruging

sa, S. pneumoniae) (57, 58, 61, 64, 112, 117, 155, 162,180,

179),aparecen bacteriemias producidas por ejemplo por Liste

ria monocytfgenes, Salmonella sp, Campylobacter fetus,Aero

monas hydréphila y Corynebacterium sp (19, 74, 126, 139 ,

150, 187). También esté&n aumentando en frecuencia las bac-

teriemias por anaerobios (117, 121).

En realidad cualquier bacteria reconocida como paté-
gena puede producir septicemia. No obstante los microorga-
nismos que con mayor frecuencia la producen son E. coli vy
S. aureus, segdn la mayoria de los autores (57, 58, 61,64,

112, 117, 155, 162, 180, 197).

El hemocultivo continua siendo la pieza clave en el
diagnéstico de bacteriemia, y su técnica y procedimientos

bdsicos han sido adecuadamente descritos (149).

Al practicar los hemocultivos hay que tener 2n cuenta
ciertos factores como: intermitencia de la bacteriemia ,pe
quefio nGmero en que se encuentran las bacterias en la san-
gre, propiedades antimicrobianas de los componentes de la

sangre y existencia de agentes antimicrobianos en ella.
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La bacteriemia puede ser intermitente o continuas de
bido a ello se deben realizar tres hemocultivos separados
por intervalos de aproximadamente 1 hora. Se ha demostrado
que las tasas de positividad tomando uno, dos o tres hemo-

cultivos es de 80-90 y 99 % respectivamente (192).

Otra caracteristica de la mayoria de las bacteriemias
es el bajo nimero de bacterias por ml. de sangre (147,174).
De ello podemos deducir que existe una relacidn directa en
tre el volumen de sangre procesado y los resultados positi
vos obtenidos (193). As{ pues la extraccidén minima de san-
gre por hemocultivo debe ser de 10 ml., excepto en los ni-
fios, donde la cantidad de sangre extraida serd menor ya -/
que el namero de bacterias por cultivo suele ser més alto
y ademéds sobre todo en nifios pequefios no se puede extraer

grandes volimenes de sangre.

Desde hace tiempo se conoce que existen en la sangre
factores inhibidores del crecimiento de bacterias, tales -
como anticuerpos, complemento, fagocitos o agentes micro -
bianos. Ya hace afios se recomendaba, para neutralizar es -
tos efectos, la dilucién de la sangre en caldo en propor -
cién de 1/15-1/20 (99). En este sentido se dib6 un avance /
con la incorporacifn del polianetol sulfonato sédico (SPS)
a los medios de hemocultivos en la proporcidn de 0.025 % -

ya que el SPS inhibe la fagocitosis, es anticomplementario,
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previene de la opsonizacidén e inactiva a los aminoglucbsi-
dos y antibidticos polipeptidicos (182). A pesar de la adi
cién del SPS la dilucién de la sangre en el medio de culti

vo, no debe ser menor de 1/10.

Como el SPS desafortunadamente, no tiene efecto so-
bre otros antibidéticos como las penicilinas, se puede afia-
dir penicilinasa a los frascos de hemocultivo para inacti-
var estos antibidéticos, pero hay que tener mucho cuidado -
para evitar falsas bacteriemias por contaminacidén de la so
lucibén de penicilinasa. Un nuevo sistema para neutralizar
los antibidticos, fueron los dispositivos de resinas adsor
bentes de antibibéticos. Las ventajas de estos sistemas no
estdn bien establecidas ya que los resultados obtenidos con
ellos discrepan unos de otros (7, 8, 203). Otra forma de -
neutralizar los componentes antimicrobianos de la sangre ,
es mediante los sistemas de lisis-centrifugacidén (48, 124,
176, 200) de hematies y leucocitos sequida de concentracioén
de microorganismos por centrifugacidén o filtracidn y poste

rior cultivo del concentrado en medios sin antibidtico.

Con estas técnicas que pueden considerarse como un /
nuevo enfoque en el examen microbiolbégico de los hemoculti
vos, se han detectado bacteriemias en mayor nlmero y menor
tiempo que con frascos de hemocultivos; sin embargo,se detec

taron significativamente menos bacteriemias por neumococo
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y bacterias anaerobias y se obtuvo un ndmero estadistica -

mente mayor de contaminaciones (79).

Otro de los problemas que surgen con los hemocultivos
es el conocer con la mayor rapidez posible la existencia /
de crecimiento bacteriano en un frasco de hemocultivo. El
examen macroscbpico y los subcultivos rutinarios, consumen
mucho tiempo y los Gltimos son costosos, por lo que se han
utilizado como alternativa medios bifdsicos (76) y examen
microscépico después de una tincidén con naranja de acridi-
na (23, 28, 109, 123, 133, 178). Otras técnicas como contra
inmunoelectroforesis, cromatografia de gases, impedancia ,
microcalorimetria o nefelometria de laser se encuentran to
davia en fase experimental para su aplicacibén a la detec-

cidén de bacteriemias (148).

Bactec. es un aparato automdtico que utiliza un sis-
tema radiométrico para la deteccibdn del crecimiento bacte-
riano en frascos de hemocultivos con medio liquido.El prin
cipio del sistema consiste en que el crecimiento bacteriano

12

en caldo puede ser detectado midiendo el CO, liberado du_

2
rante el metabolismo bacteriano de los nutrientes marcados
radioactivamente, Los trabajos sobre el uso de este apara-
to ofrecen resultados de distinto signo (31, 92, 135, 140,
189) si bien parece que la mayor ventaja de su uso es la /

automatizacién.
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Recientemente ha aparecido otro sistema BAC-TEC no -
radiométrico que es el que hemos elegido para un estudio /
como técnica rédpida de deteccibn del crecimiento en los -/

frascos de hemocultivos.

También hemos escogido para ser estudiada una técni-
ca microscdpica del exudado de petequia como técnica rapi-
da en el diagndstico de la sepsis meningoc6cica, enferme -
dad de curso rapidisimo y elevada mortalidad que da pocas

oportunidades al diagndstico microbioldgico.

El aislamiento a partir de hemocultivos, identifica-
cibn y determinacidén de la sensibilidad a los antibibticos
es esencial que se haga con la mayor rapidez posible para
el correcto tratamiento del enfermo con septicemia. Las -/
técnicas convencionales necesitan un minimo de 24-48 horas
para conocer la identificacidn y sensibilidad de una bacte
ria a partir del momento en que se ha detectado su creci -
miento. Nosotros hemos evaluado un método directo a partir
del frascos de hemocultivo crecido que nos permite conocer

la identificacifén y/o sensibilidad en un tiempo mé&s corto.

- Diagnéstico rdpido en meningitis bacteriana aguda

La meningitis purulenta es una de las mé&s serias in

fecciones que se encuentran en la practica de las enferme-
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dades infecciosas. Es causada fundamentalmente por bacterias
y es una enfermedad que pone en peligro la vida del enfermo
y puede causar importantes secuelas debido a lesiones per-
manentes en el sistema nerviso central. Por ello rara vez

encontraremos una peticidn que deba ser atendida con mayor
rapidez, que un examen bacteriolbdgico de liquido cefalorra

quideo.

Las bacterias pueden alcanzar los meninges por dife-
rentes vias, aunque la mds frecuente es la hematdgena. Tam
bién pueden tener acceso como consecuencia de traumatismos
creaneales, neurocirugfa y por extensidén desde focos infec

ciosos préximos.

En lo que respecta a la etiologfa, N. meningitidis,

S. pneumoniae y H. influenzae tipo b son las tres bacterias

mé&s frecuentes responsables de meningitis purulenta (3, 60,
67, 144, 156, 185), si bien cualquier bacteria puede produ
cirla, observdndose un cierto aumento de las meningitis -/

producidas por bacilos Gram negativos y Listeria monocyt6-

genes (2, 60, 113, 181). La frecuencia relativa con gue es
tos gérmenes producen meningitis tiene variaciones geogréfi

cas. Asi en EEUU el Haemophilus influenzae es la bacteria -

que con mds frecuencia causa meningitis, sobre todo en nifios;

en Europa es N. meningitidis y por ejemplo en nuestro pais

es raro como agente causal de meningitis H. influenzae(144).
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También existe una estrecha relacidn entre la edad del en-
fermo y la bacteria causante de la meningitis, asi en los
dos primeros meses de la vida, los microorganismos que -/

mds frecuentemente la producen son E. coli, Streptococcus

grupo B y Listeria monocytbdgenes (144).

Para el diagn6stico de meningitis purulenta, se debe
extraer mediante puncién lumbar, liquido cefalorraquideo ,
el cual debe ser examinado ciudadosamente, ya que de los -
datos que obtengamos va a depender fundamentalmente el diag

n6stico de infeccibébn meningea.

El recuento de leucocitos, y la determinacidn de glu
cosa y proteinas proporcionan rdpida e importante informa-
cién para establecer el diagndstico de meningitis purulen-
ta. El diagnéstico microbiolbégico se ha asentado tradicio-
nalmente en estudios microscédpicos y cultivos bacterianos
adecuados. Los medios de cultivo y los métodos estén sufi-

cientemente descritos (145).

El examen microscépico del liquido cefalorraquideo -
puede proporcionar resultados répidos y seguros para el -/
diagnbéstico de meningitis purulenta. Una tincién de Gram /
del sedimento, observada cuidadosamente ya que la muestra
puede contener muy pocos microorganismos, puede informarnos

acerca de la presencia de bacterias, su morfologia, su agru
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pacidbn y si son bacterias Gram positivas o Gram negativas.

Desde hace afios se ha propuesto utilizar una tincién
de naranja de acridina (98, 100, 105), con el fin de aumen
tar la posibilidad de detectar bacterias en caso de que -/
existan en nGmero muy pequefio. En caso de positividad, de

ben tefiirse con el Gram para confirmar los resultados.

La administracidén de antibibdticos, previa al examen
microbiolb6gico, puede ser la causa de una tincidn de Gram
negativa y un cultivo estéril. Ademas con cierta frecuen -
cia (115), hay meningitis purulenta en las que ni con el
Gram ni con el cultivo se consigue demostrar el agente etig

légico (70).

Debido a esto es de gran importancia utilizar técni-
cas rapidas que, a ser posible ofrezcan resultados en pocos
minutos, que sean muy sensibles,y especificas y que sean -
de facil realizacién. La contrainmunoelectroforesis,agluti
nacioén de latex, coaglutinacidén y ELISA son técnicas que -

cumplen estos requisitos.

Las tres primeras han sido ampliamente utilizadas pa
ra el diagnéstico rdpido de meningitis producidas por N. -

meningitidis, S. pneumoniae, H. influenzae tipo b, y Strep

tococcus grupo B (32, 38, 43, 72, 73, 88, 131, 191, 202)



Como la mayorifa de los autores coinciden en que las técni-
cas de aglutinacidén tienen una mayor sensibilidad, son las

que hemos elegido para nuestro estudio.

Las técnicas inmunoenzimdticas, han sido aplicadas -
recientemente a la deteccidn de antigenos bacterianos.Pues

to que N. meningitidis es la bacteria que con mayor f recuen

cia produce meningitis en nuestro palis, hemos estudiado -/

una técnica ELISA para su diagnbéstico.

Otras pruebas répidas como la del Limulo o la croma-
tografia gas-liquido presentan inconvenientes, como dar re
sultados negativos con bacterias Gram positivas o no dife-
renciar las bacterias que detectan la primera; y compleji-
dad, elevado coste de los aparatos y en ocasiones dificul-
tad de interpretacidn la segunda, que hacen que no se hayan

extendido como practica habitual de laboratorio.

Para finalizar diremos que la utilizacibn de técni -
cas rapidas, especialmente las de aglutinacién, junto con
técnicas tradicionales (tincidén y cultivo) permitirén rea-
lizar el diagndéstico etioldgico de meningitis purulenta en

un gran nimero de casos.

Después de examinar las técnicas réapidas que existen

en este momento para el diagnéstico de infecciones urina -
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rias, septicemias y meningitis bacterianas agudas hemos -/
elegido los siguientes métodos que nos han parecido los -/
mds Gtiles, sugestivos o prometedores y tecnolbgicamente -

asequibles para nosotros.

- Planteamiento del trabajo

Infeccibn urinaria

a) Tincidén de Gram de orina no centrifugada.

b) Tincién de Naranja de Acridina de orina no centri

fugada.

c) Esterasa leucocitaria-reduccidén de nitratos a ni

tritos.

d) Examen directo de orina para recuento de colonias
e identificacidén de microorganismos con un método

automdtico: Automicrobic System.

Septicemia

a) Utilizacibén de un sistema automdtico no radiométri
co para la deteccibn rapida del crecimiento bacte

riano en hemocultivos.

b) Examen del exudado de petequia como técnica répi-
da para el diagn6stico rdpido de sepsis meningoc6

cica.



- 65 -

c) Técnica directa a partir del frasco de hemoculti-
vo crecido para el diagnbéstico rédpido del agente

etioldgico y su sensibilidad a los cultivos.

Meningitis bacteriana aguda

a) Técnica de coaglutinaci6n para deteccidn répida -

de antigenos bacterianos (N. meningitidis, S.pneu

moniae y H. influenzae).

b) Técnica de aglutinacién de ldtex para deteccién -

rdpida de antigenos bacterianos (N. meningitidis,

S. pneumoniae y H. influenzae).

c) Técnica de ELISA para deteccidén rapida de N. me-
ningitidis utilizando un equipo comercial para N.
gorrhoeae basdndose en la existencia de reaccio -

nes cruzadas con otras Neisserias.



IIT.MATERIAL Y METODOS
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ITI.MATERIAL Y METODOS

A. TECNICAS RAPIDAS EN INFECCION URINARIA

Los métodos rdapidos mas utilizados para el diagndsti

co de la infeccibén urinaria son:

- quimicos.
- microscdpicos.

- automatizados.

Nosotros hemos elegido:

- Dos métodos quimicos utilizados conjuntamente: es

terasa leucocitaria y reduccibén de nitratos a nitritos -/

(Comburtest) (Boehringer Mannheim).

- Dos métodos microscépicos utilizados individualmen

te: Gram y Naranja de Acridina.

- Un método automatizado: UID-3 (AMS System. McDamnell

Douglas) (Figuras 1, 2, 3 y 4).

- Procesamiento de las orinas

a) Recogida de la orina: Se recoge de la parte media
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de la miccibébn (previo lavado de genitales) despreciando la

primera y la Gltima porcidén de orina.

Se utiliza para la recogida, un frasco de boca ancha

con tapa de rosca, limpio y estéril.

La orina que se debe recoger es la primera de la mafa
na, que ha permanecido en la vejiga durante al menos 4-6 /

horas. El envio al laboratorio debe ser inmediato.

En nifios pequefios se puede recoger la orina utilizan-
do bolsas de plastico estériles,que se acoplan al aparato

genital. Tienen que se repuestas cada 1/2 hora.
b) Hemos procesado doscientas quince orinas proceden
tes de enfermos de nuestro Hospital con sospecha de infec-

cibébn urinaria.

A cada una de ellas se le practicaron las siguientes

pruebas:

Combur test.

Gram

Naranja de Acridina.

UID-3 AMS.
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Se utiliz6é como método de referencia un cultivo rea-
lizado en placas de CLED y Mac Conkey con asa calibrada -/
(0.002 ml.), practicdndose a las 24 horas recuento de colo
nias e identificacib6n de las colonias aisladas con el méto

do Sceptor (Beckton Dickinson).
Se consideraron como cultivos positivos aquellos que
tenian un recuento de colonias superior o igual a 50.000 /

CFU/ml.

De las doscientas quince orinas estudiadas resulta -

ron 130 positivas y 85 negativas.

c) También se efectud un estudio experimental con -/

UID-3 AMS, utilizando las siguientes cepas ATCC:

1- Enterobacter cloacae ATCC 23355.

2- Serratia marcescens ATCC 8100.

3- Staphylococcus aureus ATCC 25923.

4- Streptococcus faecalis ATCC 29212.

5- Proteus vulgaris ATCC 13315.

6- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

7- Citrobacter freundii ATCC 8090.

8- Escherichia coli ATCC 25922.
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9- Yersinia enterocolitica ATCC 27729.

10- Acinetobacter calcnaceticus ATCC 19606.

l11- Salmonella typhimurium ATCC 14028.

12- Candida albicans ATCC 14053.

Con cada una de estas cepas, Se hicieron 5 diluciones
10 a partir de una suspensibén al 0.5 de MacFarland -/

CFU/ml.) en orina estéril previamente comprobada.

8

Suspensién 0.5 de MacFarland = 10~ CFU/ml.
Dilucion 1 = 107 cru/ml.
Dilucion 2 - 10% cru/m1.
Dilucién 3 - 10° CFU/ml.
Dilucién 4 - 10* cru/m1.
Dilucidn 5 - 103 cFu/ml.

Tanto del 0.5 de MacFarland como de cada dilucidén -/

se practicaron las siguientes técnicas:

1) Inoculacién en tarjeta UID-3 AMS.

2) Siembra en placa de CLED y Mac Conkey con asa cali
brada (0.002 ml.) para posterior recuento de colo-
nias e identificaci6n de las colonias crecidas -/

(método Sceptor).
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Las diluciones ntmeros 2, 3, 4 y 5, se inocularon -/

otra vez en tarjetas UID-3 AMS.

También se hicieron 5 diluciones de la misma forma -
anteriormente expuesta, a partir de suspensiones al 0.5 de
MacFarland que contenian dos bacterias mezcladas en propor
ciones iguales.

Las mezclas de bacterias utilizadas fueron:

1- Escherichia coli y Citrobacter freundii.

2- Enterobacter cloacae y Serratia marcescens.

3- Proteus vulgaris y Pseudomonas aeruginosa.

4- Staphylococcus aureus y Streptococcus faecalis.

Igualmente, de la suspensidén al 0.5 de MacFarland y

de cada dilucidén se practicd:

1) Inoculacidn en tarjetas UID-3AMS.

2) Siembra en placas de CLED y Mac Conkey para poste
rior recuento de colonias e identificacidh de las
colonias crecidas.

Las diluciones 3, 4 y 5 (equivalentes aproximadamente

5 3

a 107, 104 y 107 CFU/ml.) se inocularon tres veces mas cada

una en tarjetas UID-3 AMS.
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Los resultados obtenidos en las cepas 9, 10 y 1l(Yer

sinia enterocolitica, Acinetobacter calcoaceticus y Salmo-

nella typhimurium) se exponen separados del resto ya que .

las tarjetas UID-3 AMS no llevan medios de identificacidn

para estas bacterias.

A.l1. COMBUR TEST

- Material:

Tiras reactivas que entre otros parametros, miden:
esterasa leucocitaria y reduccidén de nitratos a nitritos ,
que son las reacciones que vamos a valorar.

En estas tiras, las zonas reactivas van protegidas -
en su parte superior por una malla de nylon; en la parte -
inferior hay un papel absorbente y este conjunto va fijado
a una lamina de pléastico resistente.

- Método:

En una orina recogida correctamente y recientemente

emitida se sumerge la tira reactiva.

Se elimina el exceso de orina contactando con el bor

de del recipiente.



La

ma:

Se

lectura del resultado se hace de la siguiente for

Esterasa leucocitaria: a los 60-120 segundos. La
reaccibén positiva se caracteriza por un viraje de

color de marrén claro a violeta.
Reduccidn de nitratos a nitritos: a los 30-60 se-
gundos. En la reaccidn positiva aparece una colo-

racién rosa-rojiza.

considerd Combur Test positivo, cuando fué positi

va la esterasa leucocitaria, o la reduccidn de nitratos a

nitritos, o ambas reacciones a la vez.
A.2. GRAM
La presencia de > 2 bacterias por campo, observadas

al microscopio éptico con objetivo de inmersién, en una -

preparaci

dn hecha en portaobjetos con una gota de orina -

recién emitida y sin centrifugar y tefiida por el método -

de Gram significa la presencia de al menos 105 bacterias -

por ml. de orina.

- Material:

- Microscopio 6ptico.
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- Aceite de inmersién.

- Violeta de genciana o Cristal violeta.
- Lugol (solucibn iodo iodurada).

- Alcohol acetona.

- Safranina.

- Agua.

- Portaobjetos de vidrio blanco.

- Método:

En un portaobjetos de 76x26 mm, de vidrio blanco,lim

pio y desengrasado, con un espesor de 1.2 mm., se hace -/

una extensidn con una gota de orina sin centrifugar.

Se deja secar a temperatura ambiente.

Se fija la preparacibén al calor.

Después se tifie segln la técnica descrita por Hans -

Christian Gram (1884) modificada por Hucker:

l1- Cubrir la preparacidn con Cristal violeta durante

1 minuto.

2- Lavar con agua (escurrir el agua sin secar).
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3- Cubrir con Lugol, 1 minuto.
4- Lavar con agua (escurrir el agua; no secar).

5- Decolorar durante 10-30 segundos con alcohol ace-

tona.
6- Lavar con agua (escurrir el agua sin secar).

7- Cubrir la preparacidn con Safranina durante 30 se

gundos.

8- Lavar con agua y dejar que se seque el portaobje-

tos.

Una vez seca la preparacidn, observar con microscopio
6ptico utilizando el objetivo de inmersidén y objetivos de
x10 (1000 aumentos).

Observar un minimo de veinte campos.

Se ha considerado la tincién de Gram positiva cuando
se observaban en las condiciones antes descritas una o més
bacterias por campo.

A.3. NARANJA DF ACRIDINA

- Material:

- Portaobjetos de vidrio transparente de 76x26
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por 1.2 mm de espesor.

- Solucidn de Naranja de Acridina al 0.01 % en

solucidn tamponada a pH 4.
- Metanol.
- Estufa a 60° C.

- Microscopio de fluorescencia con dispositivo

de epifluorescencia.

- Método:

Depositar una gota de orina recién emitida, sin cen-

trifugar, en un portaobjetos limpio y desengrasado.

Secar en estufa a 609 C durante 1/2 hora.

Fijar con metanol 2 minutos.

Lavar el portaobjetos y dejar secar a temperatura am

biente.

Una vez seca la preparacibn, se mira al microscopio

de fluorescencia con objetivo de 40 y oculares xl10.

Se considera la tincibén de Naranja de Acridina como
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s Y ] . .
positiva si se observa una media de al menos una bacteria

por campo, observando un minimo de 20 campos.

A.4. UID-3 Automicrobic System

- Material:

Tubos 12x75 mm estériles.

- Pipeta automdtica de 200 microlitros con pun-

tas estériles desechables.
- Solucidn salina al 0.45 %.
- Soporte para tubos.

- Tubo fino de pléstico para transferir la di-

luciédn de orina a la tarjeta.
- Unidad de vacio-selladora.
- Lector-incubador.
- Impresora.

- Sistema de extraccidén de los tubos de trans-

ferencia.

- Tarjetas UID-3

La tarjeta de identificacidén se utiliza para analizar
microbiolégicamente tres muestras diferentes de orina de -

modo simultdneo, partiendo directamente de la muestra de -
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orina.

En la tarjeta existen 30 minicompartimentos o poci -
llos de crecimiento, repartidos en 3 secciones independien

tes con 10 pocillos cada una.

Cada seccidn sirve para el andlisis de una muestra -

de orina.
Cada uno de los pocillos de cada seccidn lleva un meg
dio de cultivo desecado, destinado al aislamiento de cada

uno de los siguientes microorganismos:

1- Citrobacter freundii.

2- Serratia spp.

3- Klebsiella-Enterobacter spp.

4- Proteus spp.

5- E. coli.

6- Pseudomonas aeruginosa.

7- Levaduras.

8- Streptococcus grupo D.

9- Staphylococcus spp.

El pocillo 10 es un control de crecimiento.



Una vez reconstituidos los medios deshidratados de
los pocillos, con el in6culo de orina diluida, cada uno de
ellos revelard si ha existido o no crecimiento de la corres
pondiente bacteria, mediante una reaccién (nica que sera -
lefda en el lector-incubador, el cual, la traducira en pre
sencia o ausencia de microorganismos en ndmero clinicamen-

te significativo.

El recuento total de microorganismos se basa en la -

tasa de crecimiento en los pocillos.

Las reacciones para los distintos microorganismos -/

son las siguientes:

- C. freundii:

Componente activo: Rhamnosa.

Reaccibn: produccibn de acido y crecimiento.
Reaccidn positiva: Azul. Con frecuencia turbi-
dez.

Reaccidbn negativa: azul claro.

- Serratia spp:

Componente activo: esculina y citrato férrico.
Reaccidn: hidrbélisis enzimdtica de la esculina
y precipitacibén de sales de hierro.

Reaccidn positiva: marrdén obscuro a negro.

Reaccibn negativa: marrén.



- Klebsiella-Enterobacter spp:

Componente activo: Celobiosa-Inositol-Biotina.
Reaccibn: produccibén de &cido y crecimiento.
Reaccidn positiva: Precipitado verde lechoso.

Reaccibn negativa: verde claro.

- Proteus spp:

Componente activo: Urea.
Reaccibn: Degradacidén enzimdtica de la urea.
Reaccidn positiva: azul intenso.

Reaccibn negativa: azul claro.

- E. coli:
Componente activo: Lactosa. L-arabinosa.
Reaccidn: Produccidn de acido y crecimiento.
Reaccibn positiva: azul lechoso.

Reaccibn negativa: azul claro o incolora.

- Pseudomonas aeruginosa:

Componente activo: Cetrimide.
Reaccibn: Crecimiento (tolerancia al cetrimide)
Reaccién positiva: turbidez y con frecuencia -
pigmentacidn caracteristica.

Reaccibn negativa: sin color.



- Levaduras:
Componente activo: Glucosa (alta concentracidn)
Reaccidn: Produccién de &cido.
Reaccibn positiva: azul fuerte. Con frecuencia
turbidez.

Reaccibn negativa: azul claro o incolora.

- Streptococcus grupo D:

Componente activo: Esculina. Amonio férrico. -
Citrato.

Reaccidn: Hidrdlisis enzimdtica de la Esculina
y precipitacidn de las sales de hierro.
Reaccidn positiva: precipitado negro.

Reaccibn negativa: color crema o incolora.

- Staphylococcus spp:

Componente activo: ClNa. DNA-verde de metilo.
Reaccidn: Producci6n de acido y crecimiento.
Reaccidn positiva: plrpura azulado.

Reaccibn negativa: azul claro o sin color.

- Control de crecimiento:
Componente: Peptona y carbohidratos.
Reaccibn: Produccidén de acido y crecimiento.
Reaccibn positiva: azul. Frecuentemente con -
apariencia lechosa.

Reaccibn negativa: azul claro o sin color.
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- Método:

a) Sacar la tarjeta Urine-3 de su envase y marcar -/
con rotulador los nimeros de identificacibén de las orinas
que van a ser analizadas, en la parte superior de la tarje

ta.

b) Colocar en un tubo estéril de 12x75, 1.8 ml. de -
solucidn salina al 0.45 %, estéril, por cada muestra de -

orina.

c) Transferir a cada tubo 200 microlitros de las dis
tintas orinas a analizar. Tapar los tubos y mezclar con -

agitador.

d) Colocar tres tubos, inoculados con orina segiln se
sefiala en el paso anterior, en un soporte especial, en los
lugares marcados con "1" para la orina que vaya a transfe-
rirse a la seccibén A, "4" para la orina de la seccidn B y

"6" para la orina de la seccidn C.
e) Insertar en los tres orificios existentes en la -
parte inferior de la tarjeta, que corrresponde a las sec-

ciones A, By C , tres tubos de transferencia.

f) Colocar la tarjeta en el soporte especial, donde
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se encuentran los tubos inoculados con orina, de forma que
cada tubo de transferencia se situe dentro de uno de los -

tubos que contienen orina.

g) Colocar el soporte especial con la tarjeta, los -
tubos inoculados y los tubos de transferencia en el mddulo
de llenado, donde mediante un sistema de vacio, pasa el -
contenido del tubo de 12x75, a través del sistema de trans
ferencia a su seccién correspondiente (A, B o C) en la tar

jeta.

h) Se saca la tarjeta del mbédulo de llenado y con un
extractor se separan los tubos de transferencia de la tar-

jeta.

i) Inspeccionar que el llenado de los pocillos en la
tarjeta, ha sido correcto (sin existencia de burbujas). En
caso de que aparezcan burbujas en los pocillos, sacudir -/

enérgicamente la tarjeta para proceder a su eliminacidn.

j) Sellar los orificios donde estaban insertados los

tubos de transferencia con varilla de plastico.

k) Colocar la tarjeta en el mbédulo Lector-incubador.

1) En un tiempo inferior a 13 horas, los resultados

definitivos serédn transcritos por la impresora.



- 83 -

El resultado incluird para cada seccidn:

a) Recuento total de microorganismos. Nos dara tres

tipos de resultados:

- 50000 CFU/ml.
- entre 1000 y 50000 CFU/ml.

- No crecimiento.

b) Identificacién de los microorganismos que se han

detectado por su crecimiento en los pocillos de la tarjeta

c) Si el control de crecimiento es positivo y los mi
croorganismos presentes en la tarjeta no son identificados
por los respectivos medios, el informe serd "organismos no

identificados".

B. TECNICAS RAPIDAS EN BACTERIEMIAS

Como métodos rapidos en bacteriemias, hemos seleccio

nado:

a) Un sistema automético, AutoMicrobic System (AMS),
para obtener de hemocultivos positivos, partiendo directa-
mente del frasco de hemocultivo, una rdpida identificaciébn

y pruebas de sensibilidad a los antibidéticos de los baci-
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los Gram negativos (enterobacterias y bacilos no fermenta-
dores) causantes de bacteriemias, en un tiempo sensiblemen

te inferior al de los métodos convencionales.

b) Observacidn al M.0. de exudados de petequia (tefii
dos con el método de Gram) de enfermos con sospecha de sep
sis meningocbcica, buscando diplococos Gram negativos con
morfologfa compatible con Neisseria, obteniendo un diagnds
tico de presuncidén en un tiempo muy inferior al hemoculti-

vo.

c) Un sistema automdtico no radiométrico (BACTEC NR-
660) para deteccibn répida del crecimiento de microorganis
mos en frascos de hemocultivo, midiendo el cambio en la -
composicidén de los gases existentes en dichos frascos (pro

duccibn de C02 como indicador de actividad bioldgica).

B.1. SISTEMA AMS CON TARJETAS GNI, GNS

Como frasco de hemocultivo, se ha utilizado el fras-
co "Vacutainer" con 50 ml. de medio, cuya composicidén por

litro es:

Quadtone 12 g.
Gelatina 12 g.

Cloruro sédico 5 4.
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Dextrosa 5
Bicarbonato sédico 2.2
Cisteina HCI 0.39

Polianetolsulfonato de

sodio 0.30
Sulfonato magnésico 0.20
Fosfato sb6dico (Dibasico)0.14
Sulfato de adenina 0.01
Glutamina 0.10

Acido paraaminobenzoico 0.05

Acido glutamico 0.05
Prolina 0.05
Hemina 0.005

Nicotinamida adenina di

nuclebtido 0.00125

Menadiona bisulfito de

sodio 0.0026
Guanina HCI1 0.00015
Cocarboxilasa 0.00015
Vitamina 812 0.00005

Penicilinasa para inactivar 4

cilina G potésica.

g.

g.

unidades de Peni
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En este frasco se introduce la sangre del enfermo -/
(aproximadamente 5 ml.) de forma aséptica, bien mediante -
jeringa y aguja estéril, o bien mediante dispositivo "fras

co-brazo".

Una vez introducida la sangre en el frasco, se colo-

ca la unidad de ventilacidén y se incuba en estufa a 372 C.

Hemos utilizado:

1- 84 hemocultivos crecidos macroscOpicamente proce
dentes de la unidad de hemocultivos de nuestro -

Servicio.

2- 16 hemocultivos inoculados por nosotros con cepas
ATCC (una bacteria por hemocultivo) y sangre huma
na estéril (2 ml.). La cantidad de bacterias ino-
culadas fué 0.5 ml. de una suspensidn que conte -

® 4el 0.5 de MacFarland.

nia una dilucidn al 1/10

Las cepas ATCC utilizadas fueron:

- Salmonella typhimurium ATCC 14028.

- Serratia marcescens ATCC 8100

- Enterobacter cloacae ATCC 23355.
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- Escherichia coli ATCC 25922.

- Klebsiella pneumoniae ATCC 13883.

- Proteus vulgaris ATCC 13315

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853.

- Enterobacter aerogenes ATCC 13048.

- Acinetobacter anitratus ATCC 19606.

- Shigella flexneri ATCC 12022.

- Citrobacter freundii ATCC 8090.

- Shigella sonnei ATCC 25931.

- Yersinia enterocolitica ATCC 27729.

Las tarjetas AMS utilizadas fueron la GNI y GNS.

La tarjeta GNI es similar a la descrita anteriormen-
te (Infeccidn urinaria) y contiene 30 pocillos en una sola
seccidn. Veintinueve pocillos contienen pruebas bioquimi-
cas y enzimaticas para identificacién y el otro pocillo es

el control de crecimiento

Los test bioquimicos son convencionales y no conven-

cionales y su disposicibén en la tarjeta es la siguiente:

1- DP-300.

2- Glucosa (oxidasa).



4-
5-
6-

8-

9-
10-
11-
12-
13-
14-
15-
16-
17-
18-
19-
20-
21-
22-
23-
24-
25-
26-
27-
28-
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Control de crecimiento.
Acetamida.
Esculina.
Plant Indican
Urea.
Citrato.
Malonato.
TDA.
Polymixina B.
Lactosa 10 %.
Maltosa.
Manitol.
Xilosa.
Rafinosa.
Sorbitol.
Sacarosa.
Inositol.
Adonitol.
p-Coumaric.
SH2

ONPG.
Ramnosa.
Arabinosa.
Glucosa (fermentacibn).
Arginina

Lisina.
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29- Base control.

30- Ornitina.

Las reacciones que se producen en los pocillos son -

las siguientes:

3- Control de crecimiento:
Componentes: Peptona, triptdéfano.
Reaccibn positiva: Turbidez.

Reaccibn negativa: claro.

29-Base Control

28-Lisina

30-0Ornitina

27-Arginina:
Reaccidn: Decarboxilacidn.
Reaccidn positiva: azul.

Reaccidén negativa: amarillo, verde.

9-Malonato:
Reaccidn: Utilizacidn del malonato.
Reaccidén positiva: verde obscuro, azul.

Reaccibn negativa: amarillo, verde.
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10-TDA:
Reaccibn: Deaminacidn.
Reaccidn positiva: marrén.

Reaccidn negativa: amarillo.

1-DP-300:
Componente: 2,4,4"' tricloro-2'-hidroxidofenil-
eter.
Reaccibn: Fermentacidn en presencia de inhibi-
dores especificos.
Reaccibn positiva: azul.

Reaccibn negativa: azul claro.

2l-pCoumaric:
Componente: p-Coumaric.
Reaccibn: Fermentacibén en presencia de inhibi-
dores especificos.
Reaccibn positiva: azul.

Reaccidn negativa: azul claro.

4-Acetamida:
Reacciébn: Utilizacidon de la acetamida, produ-
ciendo cambios en el pH.
Reaccibn positiva: azul.

Reaccidn negativa: verde.
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5-Esculina:
Reaccibn: Hidrélisis.
Reaccibn positiva: precipitado negro.

Reaccidn negativa: claro.

2-Glucosa

l12-Lactosa

13-Maltosa

14-Manitol

15-Xilosa:
Reaccidn: Oxidacion.
Reaccidn positiva: azul.

Reaccidn negativa: azul claro.

l11-Polymixin B:
Reaccibn: Crecimiento.
Reaccibn positiva: Turbidez.

Reaccibn negativa: claro.

23-0NPG:
Reaccidn: Hidrélisis.
Reaccidn positiva: azul fuerte.

Reaccidn negativa: azul claro.
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22-SH2:
Componente: Tiosulfato s6dico.
Reaccibn: Produccidn de SH2 que reacciona con
sales de hierro.
Reaccibn positiva: negro.

Reaccidn negativa: claro.

6-Plant-Indican:
Componente: Indoxil-B-D-glucosido.
Reaccidn: Escisidon de un componente del grupo
D-glucosido. El componenete formado, en pre -
sencia de oxigeno produce un precipitado negro
Reaccidn positiva: precipitado negro.

Reaccidn negativa: claro.

16-Rafinosa

17-Sorbitol

18-Sacarosa

19-Inositol

20-Adonitol

24-Ramnosa

25-Arabinosa

26-Glucosa:
Reaccidn: Fermentacidn.
Reaccidn positiva: azul.

Reaccibn negativa: claro, ligera turbidez.
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7- Urea:
Reacciébn: Liberacidn de amonio.
Reaccibn positiva: azul.

Reaccibn negativa: verde.

8- Citrato:
Reaccibn: Utilizacidén del citrato.
Reaccibn positiva: verde obscuro, azul.

Reaccidn negativa: amarillo verdoso.

La tarjeta GNS es similar a las anteriores. Con 30 po
cillos en una sola seccibn. Cada pocillo contiene una canti
dad determinada de antibidético junto con un medio de culti-

vo microbiolégico.

Contiene 11 antibidticos distintos. Siete de ellos -/
con tres diluciones (cada una en un pocillo distinto) y cua
tro con 2 diluciones. En total ocupan 29 pocillos. El poci-

l1lo restante es el control de crecimiento.

Los antibidticos empleados y sus diluciones en micro -

gramos/ml. son:

Amikacina 2, -8, -32
Ampicilina 0.5, -4, -32

Carbenicilina 32, -128
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Cefamandol 2, -16, -128
Cefoxitina 2, -16, -128
Cefalotina 2, -16

Cloranfenicol 2, -8
Gentamicina 0.5, -2, -8
Tetraciclina 2, -8, -32
Tobramicina 0.5, -2, -8

Cotrimoxazol 1/19, -2/38

Al inocular la tarjeta, se rehidrata y diluye al anti
biético existente en cada pocillo alcanzando la concentra -

cién predeterminada.

- Método:

Del frasco de hemocultivo crecido, se extraen con je-
ringa estéril 5-10 ml. y se centrifugan a 800 r.p.m. duran-

te 3-5 minutos, para sedimentar los glébulos rojos.

Centrifugar el sobrenadante a 2500 r.p.m.. durante 10
minutos, para sedimentar las bacterias (del sedimento bacte
riano se hace una extensidn y se tifie con el método de Gram

para ver la morfologia de las bacterias).

Se desecha el sobrenadante y al sedimento (constituf-
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do por bacter@as), se le aflade solucién salina al 0.45 % -
hasta conseguir una turbidez equivalente al n? | de MacFar

land.

Con la suspensi6én 1 de MacFarland, se inocula una tar
jeta GNI (Gram Negative Identification) del AMS System. De
esta suspensibn, se transfieren 100 microlitros a 1.8 ml.de
solucibn salina al 0.45 % y con esta suspensidn, se inocula
una tarjeta GNS (Gram Negative Susceptibility) de AMS Sys-

tem.

La inoculacién de las tarjetas se hace de la siguien-

te forma:

1) Sacar la tarjeta GNI o GNS de su envase.

2) Identificar la tarjeta, marcando con un rotulador
en el lugar apropiado situado en la parte superior

izquierda de la tarjeta.

3) Colocar un tubo estéril de 12x75 mm. conteniendo /
una suspensi6n al 1 de MacFarland para GNI o la -/
suspensibén dilufda para GNS, en el soporte especial

AMS.

4) Insertar un tubo acodado de transferencia en el -

orificio situado en un lateral de la tarjeta.

5) Colocar la tarjeta en el soporte especial AMS de -
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forma que el tubo de transferencia quede dentro -
del tubo de 12x75 mm. que contiene la suspensifn

de la bacteria.

6) Llevar el conjunto anterior al médulo de llenado,
donde mediante un sistema de vacio, se transfiere
la suspensidén de bacterias a los compartimentos -

de la tarjeta.

7) Una vez llenos los pocillos, se coloca la tarjeta
en el modulo de sellado, que corta el tubo de trans
ferencia a ras del borde de la tarjeta, quedando -

esta sellada.

8) Comprobar que no existen burbujas de aire en los -
pocillos de la tarjeta. En caso de que existan, se
eliminan sacudiendo enérgicamente la tarjeta. Una
vez eliminadas las burbujas, se coloca en el mbédu
lo Lector-incubador. Este mbédulo contiene cuatro
directorios, con capacidad de 30 tarjetas cada -/
uno, es decir, 120 tarjetas pueden ser incubadas -

simultdneamente.

En la tarjeta GNI, los patrones bioquimicos son ana-

lizados automdticamente.

En la tarjeta GNS, los pocillos son lefdos automatica

mente, detectando la presencia o ausencia de crecimiento
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En base a estas lecturas, se obtienen los resultados
que se expresan en CMI y en términos de S (sensible), MS /

(moderadamente sensible) y R (resistente).

El m6dulo Computador, contiene la memoria que opera

todo el sistema.

Una vez finalizado el proceso necesario para obtener

los resultados, estos se imprimen automdticamente.

Mediante una terminal de datos, los resultados preli
minares y finales, pueden solicitarse en cualquier momento

del ciclo de la prueba, imprimiéndolo enicaso de interés.

B.2. EXUDADOS DE PETEQUIAS

Se han estudiado los exudados de petequias de 95 en-

fermos con sospecha de sepsis meningocébcica.

El material y métodos de la tincidén de Gram han sido
descritos en el apartado correspondiente de la Infeccibén -

Urinaria.

De las lesiones que aparecen en la piel de los enfer
mos con sospecha de sepsis meningocécica (petequia) se ob-

tiene mediante puncibn con lanceta estéril (previa desin -
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feccidbn con solucidn alcohflica de Clorhexidina) un exuda-
do con el que se hace una impresidén en un portaobjetos. Es
necesario tener cuidado para evitar que se produzca hemorra

gia.

El portaobjetos con la impresidn, se fija al calor y
se hace un tincibén de Gram. Posteriormente se mira con de-
tenimiento al M.0. La observacidén debe ser prolongada bus-
cando diplococos Gram negativos con morfologia compatible

con Neisseria.

B.3. BACTEC NR-660 (Figuras 5, 6 y 7)

Bactec NR-660, es un aparato para lectura automética

de hemocultivos.

Los frascos de hemocultivo colocados en una bandeja -
especial, se colocan en la cdmara de lectura. Con un siste-
ma de agujas que se introducen a través del tapdn perfora -
ble del frasco se efecta la medida de la produccidn de -/
CO2 como indice de la actividad biolégica. La lectura se -
realiza con un analizador de infrarrojos y si los valores /
son superiores a un nivel preestablecido, el aparato los de
tecta como positivos. Los tapones de los frascos son desin-
fectados durante la lectura mediante luz ultravioleta y las

agujas son esterilizadas por calor después de medir cada -/
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frasco.

El aparato hace una programacidon de estancia de fras
cos que puede ser de 5 6 7 dias. Para los examenes diarios,
el aparato indica qué bandeja hay que cargar en la cémara -
de lectura y el resto de la lectura es automético. Un lista
do con los frascos positivos se imprime automdticamente al

final de la lectura.

Asi pues el NR-660 proporciona examenes automatizados,
organiza la permanencia de los frascos y proporciona resul-
tados diarios.

- Material:

Bactec NR-660 que tiene las siguientes partes:

a) Mbédulo de lectura automatica que utiliza como tec

nologia, espectrofotometria infrarroja.

b) Incubador, agitador, capaz para 600 viales coloca-

dos en bandejas especiales.

c) Computadora con video terminal y teclado.

d) Impresora.
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Frascos de hemocultivo Bactec NR6A (aerobios) y NR7A

(anaerobios), cuya composicién es la siguiente:

NR6 A NR7A
Agua destilada 30 ml. 30 ml.
Tryptic Soy Broth 2.75 % 2.2 %
Hemina 0.0005 % 0.0005 %
Vitamina K 0.00005 % 0.00005 %
Dextrosa 0.06 % 0.2 %
Sacarosa 0.0835 % --
SPS 0.025 % 0.025 %
Extracto de levadura 0.25 % 0.40 %
Tejidos digeridos -- 0.05 %
Citrato sédico -- 0.02 %
Thiol -- 0.115 %
Vitamina Be 0.001 % ~-

Dos botellas con mezcla de gases:

Mezcla aerobia: 2.5 % CO, y resto aire seco.

2

Mezcla anaerobia: 5 % CO2 y resto N2
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- Método:

La extraccidn de sangre, se hace como en las técni .-
cas convencionales y se inoculan entre 3 y 5 ml. de sangre

por frasco aerobio y anaerobio.

Una vez hecha la extraccidén se colocan los frascos -
en bandejas especiales separando los aerobios de los anaero
bios. Se meten en el incubador, en el dispositivo rotatorio
situado en la parte inferior del incubador. Para la lectu-
ra diaria, después de cambiar las agujas y chequear el apa-
rato, éste va indicando el orden y ritmo con que hay que co

locar las bandejas que contienen los frascos en la cémara

de incubacidén, donde se hace la lectura automdticamente y /

una vez terminada se imprimen los resultados obtenidos.

Los frascos positivos, se sacan de la bandeja y con

ellos se realizan las técnicas microbiolbégicas destinadas a

identificar y conocer la sensibilidad de los microorganis

nos que han crecido en las botellas.

C. LIQUIDO CEFALORRAQUIDEO

Hemos utilizado en este estudio de liquidos cefalorra

quideos, como técnicas rdpidas:

- Coaglutinacién.
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- Latex.

- ELISA.

Debido a que el namero de meningitis purulentas en -
nuestro Hospital es bajo, hemos hecho un estudio experi -
mental, para ver la eficacia de Coaglutinacidén y Létex en

infecciones por N. meningitidis, H. influenzae, S. pneumo-

niae y la eficacia de un método ELISA en infecciones por /

N. meningitidis.

C.l1. COAGLUTINACION

La técnica de la coaglutinacién se basa en que anti-

cuerpos especificos frente a S. pneumoniae (83 tipos), H.

influenzae tipo by N. meningitidis (A, B, C, Y, W35), ob-

tenidos en conejos, se unen a la proteina A de la superfi-
cie de Estafilococos no viables. Cuando un liquido cefalo-
rraquideo que contiene Ag de alguno de los microorganismos
antes citados se enfrenta al reactivo, se produce una reac
cidén entre los Ag capsulares de la bacteria y los Ac espe-
cificos del reactivo obteniéndose una aglutinacidn visible

a simple vista.
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- Material:

L.C.R.

- Reactivo CSF.

- Portaobjetos, asa de cultivo, pipeta Pasteur.
- Bafio marfa a 80° C.

- Reloj avisador.

- Cepas de:

- N. meningitidis.

- H. influenzae.

- S. pneumoniae.

- Método:

Las muestras de L.C.R. deben ser calentadas en baio

de agua a 802 C durante 5 m. y dejarlas enfriar.

Si existen hematies en la muestra debe centrifugarse.

- Técnica:

Colocar una gota de cada reactivo previamente agitado
en cada uno de los circulos marcados en el portaobjetos. /
Afiadir una gota de L.C.R. previamente calentado y centrifu

gado, a cada gota de reactivo.
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Mezclar las gotas con un asa de plastico desechable ,
usando un asa para cada gota de reactivo. Girar el portaob
jetos, inclinadndolo durante 1 m. La temperatura de la reacC

cidn debe ser la temperatura ambiente.

El tiempo de lectura es de 1-2 m.

- Resultados:

- Positivo:Cuando existe una reaccibén de aglu-
tinacidén fuerte y rédpida en uno de los reac-

tivos y no existe en el resto.

- Negativo: No existe reaccidn de aglutinacidn

en ninguno de los reactivos.

- No interpretable: Cuando se produce una reac
cibén de aglutinacién fuerte e intensa en més
de un reactivo. La muestra no se puede iden-

tificar por CSF coaglutinacidn.

C.2. LATEX

Este método consiste en particulas de litex sensibili
zadas (unidas) con antisuero especifico que reaccionan con -
muestras de L.C.R. que contienen antigenos capsulares bacte

rianos, produciéndose una aglutinacidn visible.
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Las particulas de ldtex estan sensibilizadas con an-

tisueros frente a:

83 serotipos de S. pneumoniae.

N. meningitidis serogrupos A, B, C, Y, W135.

H. influenzae tipo b.

- Material:

Reactivo de l4dtex para las bacterias antes enumeradas

Control de latex de conejo (para S. pneumoniae) o de

caballo (para H. influenzae o N. meningitidis).

Controles positivos para:

- S. pneumoniae.

- H. influenzae.

- N. meningitidis.

Controles negativos
Diluyente

Cepas de:

- S. pneumoniae.

- H. influenzae.

- N. meningitidis.

Micropipeta-Centrifuga-agitador rotador (100-180 rpm)
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- Muestra:

L.C.R.

Si

la muestra es turbia, debe ser centrifugada duran

6 15 minutos, para aclararlo.

- Método:

Para S. pneumoniae y H. influenzae:

3)

Colocar 50 microlitros del control positivo corres

pondiente en los pocillos A-1 y B-1.

Colocar 50 microlitros del control negativo en los

pocillos A-2 y B-2.

Colocar 50 microlitros de la muestra problema en -
los pocillos A-3 y B-3 (mads muestra problema se -

puede colocar en los pocillos A-4, B-4 y A-5, B-5)

Anadir 10 microlitros del reactivo de latex corres

pondiente en todos los pocillos de la linea A.

Anadir 10 microlitros del Control de 14dtex corres-

pondiente en todos los pocillos de la linea B.

Mezclar el contenido de los pocillos con un palillo.
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7) Colocar la placa en el rotor-agitador 10 minutos.

8) Leer si hay o no aglutinacibn.

Para N. meningitidis:

Y w135 CONTROL

OOOO)
OOOO
OOOOF
OO00OO
OOO0O
OO00OO

1) Colocar 50 microlitros del control positivo en ca-

da pocillo de la linea 1.

2) Colocar 50 microlitros del control negativo en ca-

da pocillo de la linea 2.

3) Colocar 50 microlitros de la muestra en todos los

pocillos de la linea 3.

4) Colocar 5 microlitros de la muestra mas 50 micro-
litros de diluyente en todos los pocillos de la 11

nea 4.

5) En cada pocillo de la columna A, afadir 10 microli

tros de reactivo de ldtex N. meningitidis A.

6) En cada pocillo de la columna B, afiadir 10 microli
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tros del reactivo de latex N. meningitidis B.

7) Las mismas cantidades de reactivo de latex de N.

meningitidis C, Y, W135 y Control de lédtex se co

locan en las columnas C, Y, WI35 y Control.

8) Colocar la placa en el rotor-agitador durante 10

minutos.

9) Leer buscando la aparicién de la aglutinacidn.
- Lectura:

Los controles positivos deben dar aglutinacibén con -
los reactivos de ldtex correspondientes y negativos con -/
los controles de l4dtex. Los controles negativos no deben -
dar aglutinacién ni con los reactivos de latex ni con los

controles de latex.

Si la muestra control (cumpliéndose las condiciones
anteriores) aglutina con algln reactivo de latex, se consi
derard positiva para ese reactivo de latex, siempre que no

dé aglutinacibén con el control de latex.

C.3. INMUNOENSAYO ENZIMATICO DE FASE SOLIDA PARA DETEC
CION DE N. GONORRHOEAE

Las esferas tratadas con anticuerpos especificos, se

incuban con la muestra. Si ésta tiene antigeno, se adsorbe
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a la esfera. Después de la eliminacidn del material no uni

do, la esfera se incuba con un anticuerpo anti-N. gonorrhoeae,

el cual reacciona con los antigenos de la esfera.

A continuacién, la esfera se incuba con un conjugado
anticuerpo-enzima (que contiene peroxidasa de rébano pican
te), el cual reacciona con el complejo antigeno-anticuerpo

de la esfera.

La presencia de la enzima en la superficie de la es-
fera, se pone de manifiesto incubando la esfera lavada con

O-fenilendiamina (OPD) que contiene peréxido de hidrdgeno.

Después de la incubacidn, se desarrolla un color ama
rillo-anaranjado con intensidad proporcional a la cantidad

de antigeno adsorbido en la esfera.
Se utilizan controles positivos y negativos y la ab-
sorciébn de los controles y las muestras, se determinan con

un espectrofdémetro con longitud de onda a 492 nm.

Material:

Esferas tratadas con anticuerpos.

Anticuerpo contra N. gonorrhoeae (en conejo).

Anticuerpo contra IgG de conejo (en cabra)-conjuga
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do de peroxidasa (rébano picante).

- Control positivo: extracto de N. gonorrhoeae.

- Control negativo: solucidén salina tamponada.
- OPD: (O-fenilendiamina) con su diluyente.

- Acido sulfdrico 1N.

Para la preparacidn de muestras se requiere el uso de
torundas apropiadas, a las que una vez impregnadas con la -
muestra, se afiade 1 ml. de tampbn, en el que la torunda -/
permanece sumergida 2 minutos. A continuacidn se exprime -
la torunda contra las paredes del tubo y se desecha de mane

ra apropiada.

- Método:

Utilizar placas especiales con pocillos apropiados.

Primera incubacién:

Poner 200 microlitos de los controles cada uno en un
pocillo distinto (tres controles negativos y un control po

sitivo).

Poner 200 microlitros de cada muestra en un pocillo -

distinto para cada una.
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Colocar una esfera tratada con anticuerpos dentro de

cada pocillo que contiene una muestra o control.

Cubrir con un folio adhesivo e incubar a 372 C + 12 C

durante 45 + 3 minutos.

Retirar los folios y lavar cada esfera cuatro veces -

con 4-6 ml. de agua destilada o desionizada.

Segunda incubacidn:

Pipetear dentro de cada pocillo de reaccidn, 200 mi -

crolitros de anticuerpo contra N. gonorrhoeae.

Cubrir con un folio adhesivo e incubar a 372 €C + 1¢ C

durante 45 + 3 minutos.

Retirar los folios adhesivos y lavar cada esfera cua

tro veces con agua destilada o desionizada.

Tercera incubacidn:

Pipetear dentro de cada pocillo 200 microlitros de an
ticuerpo contra IgG-conjugado de peroxidasa de rdbano pican

te.

Cubrir con un folio adhesivo e incubar a 37?2 C + 1¢ C

durante 45 + 3 minutos.
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Retirar el folio adhesivo y lavar cada esfera cuatro

veces como en apartados anteriores.

- Desarrollo de color:

Preparar la solucién de OPD (una tableta en 5 ml. de

diluyente).

Transferir las esferas a tubos de ensayo debidamente

identificados.

Pipetear 300 microlitros de solucién de OPD dentro de

cada tubo.

Incubar durante 30 + 1 minuto a temperatura entre 15

y 30° C.

Anadir a cada tubo 1 ml. de &cido sulfirico IN. Agi-

tar y mezclar.

- Lectura:

Ajustar el blanco del espectrofotdmetro.

-

Determinar la absorcidén a 492 nm.
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Las muestras con valores de ahsorci6n iguales o mayo

res que un valor limite, se consideran positivas.
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Figura 1.- Automicrobic System (AMS). Médulo
de sellado y llenado. Médulo lec-
tor- incubador. Médulo computador.
Terminal de datos. Impresora.
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«

«

Figura 2.- Mo6dulo de sell ado y llenado

Figura 3.- Modulo 1ector-incubador
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Figura 4.- Tarjetas GNI en soporte desti-
nado para ellas.



- 117 -

Figura 5.- Bactec NR-660 compuesto de camara de
lectura, incubador-agitador y compu-
tadora con video terminal y teclado.

Figura 6.- Bandeja especial para frascos de hemo
cultives Bactec.
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Figura 7.- Bandeja con frascos de hemocultivo
Bactec en la camara de lectura.



IV. RESULTADOS
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V.. RESULTADOS

Los resultados obtenidos con doscientas quince ori -
nas procedentes de enfermos de nuestro Hospital con sospe-
cha de infeccibn urinaria se exponen en las Tablas 1, 2, 3
y 4. En ellas se hace un estudio comparativo entre el méto
do tomado como referencia (cultivo realizado en placas de
CLED y Mac Conkey con asa calibrada)y las técnicas de Com
bur test, Gram, Naranja de Acridina y UID-3 AMS (recuento

de colonias).
También se expresa la sensibilidad, especificidad y

valores predictivos positivo y negativo de los diferen -

tes métodos.

TABLA 1.- Resultados comparativos entre Combur test y
Método de Referencia

Método de referencia

E POSITIVO NEGATIVO

—

= Positivo 111 20

@

§ Negativo 19 65
130 85

Sensibilidad: 85 %; Especificidad: 76 %; Valor predic
tivo positivo: 84 %; Valor predictivo negativo: 77 %
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TABLA 2.- Resultados comparativos entre la tincidon de Gram
y el Método de Referencia.

Método de Referencia

POSITIVO NEGATIVO
=
& Positivo 123 4
L
©  Negativo 7 81
—_
130 85

Sensibilidad: 94 %; Especificidad: 95 %; Valor predictivo
positivo: 96 %; Valor predictivo negativo: 92 %

TABLA 3.- Resultados comparativos entre la tincién de Naranja
de Acridina y el Método de Referencia

< Método de Referencia
e POSITIVO NEGATIVO
S

<

. Positivo 124 9

a

S Negativo 6 76

=

= 130 85

=

Sensibilidad: 95 %; Especificidad: 89 %; Valor predictivo

o/

positivo: 93 %; Valor predictivo negativo: 92 %
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TABLA 4.- Resultados comparativos entre el recuento de
colonias obtenido con UID-3 AMS y el Método
de Referencia

@ Método de Referencia
o~
5 POSITIVO NEGATIVO
o
Z © Positivo 127 2
" 2
A § Negativo 3 83
53
& 130 85

Sensibilidad: 97 %; Especificidad: 97 %; Valor predictivo
positivo: 98 %; Valor predictivo negativo: 96 %

En las Tablas 5.1, 5.2, 5.3, 6.1, 6.2, 6.3, 7.1, 7.2,
7.3, 8.1, 8.2 y 8.3, las muestras de orina que resultaron
positivas, se dividieron en tres grupos: uno con las mues-
tras en que se identifica un sb6lo bacilo Gram negativo; -/
otro con las que se aislan sélo cocos Gram positivos o sd
lo levaduras y un tercer grupo, con las muestras polimicro

bianas.

En éstas Tablas, se exponen los resultados positivos
y negativos de éstos grupos, comparando el método de refe-
rencia con Combur Test, Gram, Naranja de Acridina y UID-3

AMS (identificacibn).
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TABLA 5.1.- Grupo bacilos Gram negativos

Método de Referencia

— POSITIVO %
w
LJ
= Positivo 75 86
S
e Negativo 12 14
o
87

TABLA 5.2.- Grupo cocos Gram positivo o levaduras

Método de Referencia

— POSITIVO %
w
|
- Positivo 16 80
o
]
2 Negativo 4 20
8
20

TABLA 5.3.- Grupo muestras polimicrobianas

Método de Referencia

b PGSITIVO %
n
L
~ Positivo 20 86
o
S
% Negativo 3 14
)
23

Porcentajes de resultados positivos y negativos obtenidos con
Combur test, comparado con el Método de Referencia en 3 grupos
de muestras positivas de orina: 1) Bacilos Gram (-); 2) Cocos
Gram (+) o levaduras y 3) Muestras polimicrobianas.
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TABLA 6.1.- Grupo bacilos Gram negativos

Método de Referencia

POSITIVO %
=
= Positivo 81 93
]
_ Negativo 6 7
87

TABLA 6.2.- Grupo cocos Gram positivos o levaduras

Método de Referencia

POSITIVO %
=
= Positivo 19 95
G
— Negativo 1 5
20

TABLA 6.3.- Grupo muestras polimicrobianas

Método de Referencia

POSITIVO %
=
= Positivo 23 100
3
—_ Negativo 0 -
23

Porcentaje de resultados positivos y negativos obtenidos con
tincién de Gram, conparado con el Método de Referencia en 3 /
grupos de muestras positivas de orina: 1) Bacilos Gram (-) ;
2) Cocos Gram (+) o levaduras y 3) Muestras polimicrobianas.
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TABLA 7.1.- Grupo de bacilos Gram negativos

<
2 Método de Referencia
o

o POSITIVO %

=g

o) Positivo 83 95

<

= Negativo 4 5

=

< 87

TABLA 7.2.- Grupo cocos Gram positivos o levaduras

= Método de Referencia
E 4

= POSITIVO %

)

<

w Positivo 19 95

=

=S Negativo 1 5

=z

=

< 20

= —_—

TABLA 7.3.- Grupo muestras polimicrobianas
= Método de Referencia
a

p POSITIVO %

Q

<

uJ Positivo 22 95

a

= Negativo 1 5

Z

&

< 23

Z ———

Porcentaje de resultados positivos y negativos obtenidos con
Tincién de Naranja de Acridina comparados con el Método de -
Referencia, en 3 grupos de muestras positivos de orina: 1)Ba
cilos Gram (-); 2) Cocos Gram (+) o levaduras y 3) Muestras
polimicrobianas.
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TABLA 8.1.- Grupo ce bacilos Gram negativos

Método de Referencia

" POSITIVO %
L

=

% Positivo 81 93,4
&5 Negativo 6 7
=

= 87

TABLA 8.2.- Grupo cocos Gram positivos o levaduras

Método de Referencia

M POSITIVO %
w

Z  Positivo 20 100
a

oD

~ Negativo 0 -
L

f—

= 20

TABLA 8.3.- Grupo muestras polimicrobianas

Método de Referencia

M~ POSITIVO %
W

= Positivo 19 82
[a g

3

x Negativo 4 18
J

[—

= 23

Porcentaje de identificaciones correctas obtenidas con Vitek
Urine-3, comparado con el Método de Referencia en 3 grupos de
muestras positivas de orina: 1) Bacilos Gram (-); 2) Cocos -
Gram (+) o levaduras y 3) Muestras polimicrobianas.
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TABLA 9.- Orinas directas UID-3 AMS. Horas empleadas en la identi-
ficacidn y recuento de colonias

HORAS BG(-) Coco G (+) Levad. Polimic. TOTAL T.HORAS

2 2 0 0 0 2 4
3 4 1 0 1 6 18
4 11 2 1 0 14 56
5 17 0 1 6 24 120
6 11 1 1 1 14 102
7 6 0 1 4 11 77
8 6 0 3 1 10 80
9 7 1 3 3 14 126
10 4 2 0 4 10 100
11 4 0 1 0 5 55
12 13 1 0 1 15 180
13 2 1 0 2 5 65
87 9 11 23 130 983

X 7.2 7.8 7.6 7.8

X de horas: 7.5

Tiempo empleado en AMS UID-3 en obtener resultados (recuento de colo
nias e identificacidén de microorganismos) partiendo directamente de la
muestra de orina. Las muestras estan clasificadas en cuatro grupos segin
los microorganismos encontrado: 1) Bacilos Gram (-); 2) Cocos Gram (+)
3)levaduras y 4) Muestras polimicrobianas.
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En las Tablas 10 a 16, se reflejan los resultados ob
tenidos por UID-3 AMS con orinas preparadas con cepas ATCC,
utilizando una bacteria por muestra y haciendo una suspen -
sién al 0.5 de MacFarland y diluciones al 1/10 (5 dilucio -
nes), con objeto de ver el comportamiento de la técnica a /
distintas concentraciones de microorganismos y especialmen
te en aquellas concentraciones donde se encuentran los re-
cuentos de colonias limites para documentar microbiol6gica

mente una infeccibn urinaria.

Se utilizan 12 cepas ATCC, tres de las cuales (Y.en-

terocolitica, A. calcoacéticus y S. typhimurium) no son -/

identificables por UID-3 AMS. Estas cepas se utilizaron con
el fin de conocer qué tipo de resultados se obtenfan con /
ellas: si el resultado era "organismo no identificado" o

eran identificadas como otra bacteria.

Se prepararon seis suspensiones de cada bacteria a -
distintas concentraciones y se realizaron un total de 90 /

pruebas ya que se repitieron las 4 diluciones mas bajas.

En la Tabla 10, se exponen los resultados correctos
0 incorrectos obtenidos de los recuentos de colonias, y en
la Tabla 11, se detalla el error producido en el recuento,
la bacteria que se encontraba en la muestra y la dilucién

en que se ha producido el error.
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TABLA 10.- Resultados de los recuentos de colonias obtenidos
con UID-3 AMS con orinas preparadas (una bacteria
por muestra

Eﬁ Método de Referencia
-~
& POSITIVO %
v o~
= O
< © Positivo 78 86
" 3
& § Negativo 12 14
= o)
[&]
g 90

TABLA 11.- Errores en los recuentos de colonias obtenidos con UID-3
AMS con orinas preparadas con cepas ATCC (una bacteria
por muestra),comparandolos con el Método de Referencia.

Recuentos de colonias

Bacteria Dilucién
Método de Referencia UID-3 AMS

mas de 50000 1000 a 50000 S.marcescens 3
mas de 50000 1000 a 50000 P.vulgaris 3
mas de 50000 1000 a 50000 C.freundii 3
1000 a 50000 mas de 50000 P.aeruginosa 4
1000 a 50000 mas de 50000 E.cloacae 4
1000 a 50000 mas de 50000 S.marcescens 4
1000 a 50000 mas de 50000 S.aureus 5
1000 a 50000 mas de 50000 P.vulgaris 4
1000 a 50000 mas de 50000 C.freundii (2) 4y5
1000 a 50000 mas de 50000 E.coli 5

negativo mas de 50000 P.aeruginosa 5
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En las Tablas 12 y 13, se muestran los resultados de
las identificaciones y los microorganismos en que se han -

producido errores.

En La Tabla 14, se observa un resumen de los errores
producidos en los recuentos de colonias e identificacio -

nes con UID-3 AMS, distribuidos por diluciones.

TABLA 12.-~ Resultados de las identificaciones obtenidas con
UID-3 AMS con orinas preparadas con cepas ATCC -
(una bacteria por muestra), comparada con el Mé-
todo de Referencia.

Método de Referencia

c

S POSITIVOS %
£ 8
< c Positivos 76 84.4
" =
e = Negativos 14 15.6
> &

Z 90

TABLA 13.- Microoroanismos en que se han producido identificaciones
incorrectas con UID-3 AMS.

Identificaciones incorrectas

Microorganismo ne % Resultado

E.cloacae 2 20 No identificado
S.marcescens 1 10 No identificado
C.freundii 5 60 No identificado
C.freundii 1 Identificado como E.coli
S.faecalis 3 30 No identificado
C.albicans 2 20 No identificado
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TABLA 14.- Errores en el recuento de colonias y en la identificacion
obtenidos con UID-3 AMS en orinas preparadas con cepas -/
ATCC (una bacteria por muestra),distribuidos por diluciones.

Dilucidn n2 muestras Rt2 incorrectos Identif. incorrectas
108 9 0 2 (22 %

1 - 10’ 9 0 1 (11 %

2 - 10° 18 0 1 (5.5%)

3 - 10° 18 3 (16 % 1 (5.5%)

4 - 10 18 5 (27 % 4 (22 %

5 - 10° 18 4 (22 % 5 (27 %

En las Tablas 15 y 16 se muestran el tiempo en -/
horas que se ha necesitado para obtener resultados (recueg
to de colonias e identificacidén) y el tiempo medio que se

ha necesitado en las distintas diluciones.

Los resultados obtenidos con las orinas preparadas /
con las cepas ATCC que el UID-3 AMS no es capaz de identi-

ficar, se exponen en la Tabla 17.
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TABLA 15.- Tiempo que tarda en obtenerse resultados de las
muestras empleadas con UID-3 AMS

HORAS n2 MUESTRAS TOTAL HORAS
18
4 24
45
6 7 42
7 10 70
8 12 96
9 72
10 80
11 66
12 72
13 12 156

90 741:90 = B8.2 horas

TABLA 16.- Promedio de tiempo que se necesita para obtener
resultados con UID-3 AMS clasificados segin las
diluciones empleadas.

Media de horas en que se

Dilucidn obtiene resultados
-108 4.4

1 - 10’ 5.7

2 - 10° 5.8

3 - 10° 8.6

4 - 104 9.9

5 - 10° 10.8
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TABLA 17.- Resultados obtenidos con UID-3 AMS con bacterias no identificables
con este sistema

No identif. No crecimiento Identif.incorrecta
Yersinia enterocolitica 6 - -
Acinetobacter calcoaceticus 2 4 -
Salmonella Typhimurium 3 - 3 (E.coli)

Igualmente, se han preparado orinas con cepas ATCC de
forma que cada muestra tenga dos bacterias. Se efectuaron -
diluciones de la misma forma que en las suspensiones prepa-

radas con un microorganismo.

Se prepararon cuatro suspensiones diferentes que con-
tenian dos bacterias cada una y se realizaron 60 pruebas ya
que las diluciones inferiores al contener las concentracio-
nes criticas para el recuento de colonias , se repitieron /

tres veces cada una.

En las Tablas 18, 19 y 20 exponemos las diluciones -
practicadas y el nimero de muestras; las suspensiones de /
dos bacterias que se han ensayado y las muestras en las que
se han identificado las dos bacterias correctamente,aquellas
en que sblo se ha identificado adecuadamente una bacteria -

y en las que no se ha identificado ninguna bacteria.
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TABLA 18.- Orinas preparadas; suspensién de dos bacterias.
Nimero de pruebas efectuadas de cada dilucién.

Dilucién n2 de Pruebas
108 4 (1 x 4)
1- 10’ 4 (1 x &)
2 - 10° 4 (1 x 4)
3 - 10° 16 (4 x 4)
4 - 10% 16 (4 x &)
5 - 10° 16 (4 x 4)

TABLA 19.- Suspensiones de dos bacterias utilizadas

l - €. coli - Citrobacter freundii

2 - E. cloacae - S. marcescens.

3 - P. vulgaris - P. aeruginosa

4 - S. aureus - S. faecalis
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TABLA 20.- Orinas preparadas (dos bacterias por muestra).
Resultados de la identificacidn.

IDENTIFICACION

Identificacidén correcta de las dos bacterias 36 (60 %
Identificacién correcta de una bacteria 17 (28.5%)

No identifica ninguna de las dos bacterias 7 (11.5%)

En la Tabla 21, se detallan los errores de identifi-
cacib6n clasificados seglin la suspensién en que se ha produ
cido y en la Tabla 22 los errores de identificacién clasi-

ficados por diluciones.

TABLA 21.- Orinas preparadas (dos bacterias por suspensidn). Resultados de
la identificacidn por UID-3 AMS.

Identif.2 bacterias Identif.l bacteria No identif.

E.coli-C.freundii 1 10 0
E.cloacae-S.marcescens 15 0 0
P.vulgaris-P.aeruginosa 10 4 1

S.aureus-S. faecalis 6 3 . 6
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TABLA 22.- Orinas preparadas (dos bacterias por suspensién).
Errores de identificacidén distribuidos por diluciones.

Dilucién Errores de identificacién (%)
108 0 -

1 - 10’ 0 }
2 - 10° 1 25
3 - 10° 4 25
4 - 10% 8 50

3
5 - 10 11 68

Las Tablas 23 y 24 nos muestran el tiempo empleado -
para obtener los resultados y el tiempo medio que se ha em

pleado para cada dilucién.

TABLA 23.- Tiempo necesario para obtener resultados con UID-3
AMS en muestras que contenian dos tipos de bacterias

distintos.

HORAS n2 DE MUESTRAS
3 -
4 1
5 3
6 2
7 -
8 3
9 9

10 7
11 12
12 9
13 14

60

Tiempo medio de identificacidén: 10.4 horas
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TABLA 24.- Tiempo medio de identificacién de bacterias
con UID-3 AMS distribuido por diluciones

Dilucion Tiempo medio

108 6.5 horas
1 - 107 6.2 horas
2 - 10° 9.7 horas
3 - 105 10.0 horas
4 - 10% 11.1 horas
5 - 10° 12.4 horas

En las Tablas 25, 26 y 27, se obtienen los resultados
globales de las orinas preparadas con una y con dos bacte -
rias por muestra, en lo que respecta a: identificaciones co
rrectas, identificaciones correctas repartidas por dilucio-

nes y ndmero de horas en que se produjeron los resultados.

TABLA 25.- Resultados de la identificacidon con UID-3
AMS con orinas preparadas con cepas ATCC
con una y dos bacterias por muestra.

Método de Referencia

& POSITIVOS %
Q -~

c o

n g Positivos 112 74.6
=&

% 0 Negativos 38 25.4
+ C

- [

>0 150
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TABLA 26.- Identificaciones incorrectas de suspensiones de una
y dos bacterias distribuidas por diluciones.

Dilucién n? muestras Identif. incorrectas
108 13 2 (15 %)

1 - 107 13 1 (7.6%)

2 - 10° 34 2(9%)

3 - 10° 34 5 (14.7%)

4 - 10" 34 12 (35 %

5 - 10° 34 16 (47 %

TABLA 27.- Tiempo en que se ha obtenido resultados con
UID-3 AMS con orinas preparadas con una y
dos bacterias por muestra.

HORAS Ne DE MUESTRAS TOTAL HORAS
3 18
4 28
5 12 60
6 9 54
7 10 70
8 15 120
9 17 153
10 15 150
11 18 198
12 15 180
13 26 338

150 1369:150 = 9.1 horas
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De 84 hemocultivos crecidos, procedentes de enfermos

de nuestro Hospital, a los

pida (AMS) para obtener la

partiendo directamente del

vieron 6] identificaciones

incorrectas y en 21 casos,

y

30.

Estos resultados se encuentran en las Tablas 28, 29

que se practic6é una técnica ra

identificaci6tn y sensibilidad -

frasco de hemocultivo,

correctas, 2 identificaciones

no se obtuvo identificaciédn.

TABLA 28.- Bacterias procedentes de hemocultivos, en que se
ha conseguido una identificacién correcta con una
técnica directa utilizando AMS.

IDENTIFICACIONES CORRECTAS

E. coli

P.

mirabilis

S.

marcescens

E. cloacae

K.

pneumoniae

E. aerogenes

Salmonella sp

C

. freundii

. lwoffi

anitratus

A
A.
p

. aeruginosa

N
N

£ = = = W W s O8N0

TOTAL

61

(72.6 %)

se obtu-
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TABLA 29.- Bacterias procedentes de hemocultivos en que se ha producido
una identificacién incorrecta con una técnica directa utili-
zando AMS.

IDENTIFICACIONES INCORRECTAS

Enterobacter cloacae como Klebsiella ozenae 1
E. coli como Citrobacter freundii 1
TOTAL 2 (2.4 %

TABLA 30.- Bacterias procedentes de hemocultivos no
identificadas utilizando una técnica direc
ta y AMS

NO IDENTIFICADAS

. _Mmarcescens

. coli

S
E
P. aeruginosa
P. mirabilis
C.

freundii

K. pneumoniae

E. cloacae

L N Y T R -«

Salmonella sp

TOTAL 21 (25 %

Se han obtenido pruebas de sensibilidad a 11 antimi-

crobianos en 75 de los 84 hemocultivos.

Como método de referencia de las pruebas de sensibili

dad hemos utilizado los antibiogramas obtenidos con GNS(AMS)
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a partir de las colonias crecidas de los pases de hemocul-

tivo a agar sangre.

Como control de calidad de GNS (AMS), se ha utiliza-
do la cepa de E. coli ATCC 25922.

En total se han realizado 825 pruebas de sensibili -
dad. Los porcentajes de resultados correctos (admitiendo /
una desviacibn de una dilucibén por encima o por debajo),los
antimicrobianos en los que se produjeron errores con des -
viacién de més de una dilucibn, y la relacién de resulta -
dos incorrectos obtenidos con la técnica directa comparén-
dolos con el método de referencia, se exponen en las Tablas

31, 32 y 33.

TABLA 31.- Resultados de las pruebas de sensibilidad
obtenidos con técnica directa (AMS) compa
randolo con el Método de Referencia

Método de Referencia

POSITIVO %
g Positivo 780 94.6
<
n Negativo 45 5.4
=
G

825
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TABLA 32.- Antimicrobianos en los que se ha producido error
con desviacién con mas de una dilucidn en las -
pruebas de sensibilidad con GNS (AMS)

ANTIMICROBIANO n2 de veces

Ampicilina
Carbenicilina
Gentamicina
Tobramicina

Amicacina

£ N W W 0NN

Cefalotina
Cefamandol 10
Cefoxitina

Trimeth-sulfa

Cloranfenicol

W &N

Tetraciclina

TOTAL 45 (5.4 %

TABLA 33.- Resultados errdneos con desviacidn de mas de una
dilucion obtenidos con la técnica directa compa-
randolos en términos de sensibilidad o resisten-
cia con el método de referencia

AMS GNS directo M. referencia n2
Sensible Resistente 9
Sensible- Sensible 23
Resistente Sensible 13

Resistente Resistente 0
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En 1a Tabla 34, encontramos el tiempo en horas en -/
que se obtuvieron resultados de identificacién y sensibili

dad.

TABLA 34.- Tiempo en que se han obtenido datos sobre identifica
cion y pruebas de sensibilidaden hemocultivos direc-
tos con el sistema AMS (GNI,GNS)

HORAS TIEMPO IDENTIFICACION TIEMPO SENSIBILIDAD

3 - -
4 21

5 6

6 9 52
7 4 5
8 2 2
9 9 2
10 - -
11 - -
12 - -
13 8 -
14 - -
15 1 -
16 - -
17 1 -
X 6.9 horas 6 horas

En 75 ocaciones se obtuvieron pruebas de sensibilidad (89 %)
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También hemos utilizado la técnica directa a partir
del frasco de hemocultivo, con hemocultivos inoculados -/
por nosotros con cepas ATCC utilizando una cepa por fras

co de hemocultivos.

Los resultados obtenidos, las bacterias identifica-
das correctamente, incorrectamente y no identificadas, asfi
como el tiempo empleado en la identificacibén y pruebas de

sensibilidad, se encuentran en los cuadros, 35, 36 y 37.

TABLA 35.- Resultados obtenidos sobre identificacidn en
hemocultivos directos preparados con cepas /
ATCC utilizando el sistema AMS.

IDENTIFICACIONES INCORRECTAS 1 (6 %)
IDENTIFICACIONES CORRECTAS 14 (87%
NO IDENTIFICADAS 1 (6 %)

TOTAL 16
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TABLA 36.- Bacterias procedentes de hemucultivos inoculados con cepas
ATCC identificadas correctamente, incorrectamente y no -/
identificadas mediante técnica directa utilizando AMS(GNI)

IDENTIFICACIONES CORRECTAS:

S. typhimurium

S. marcescens

E. cloacae

E. coli

- K. pneumoniae

P. vulqgaris

. _aeruginosa

aerogenes

flexneri

b b e e b N ke AN b e

P
E.
- A. anitratus
S.
C. freundii

IDENTIFICACIONES INCORRECTAS:

- Shigella sonnei como Salmonella sp 1

NO IDENTIFICADAS:

- Yersinia enterocolitica 1
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TABLA 37.- Tiempo que se ha necesitado para obtener datos sobre iden
tificacidén y sensibilidad con un método directo (AMS) en
hemocultivos inoculados con cepas ATCC.

CEPAS ATCC TIEMPO IDENTIFICACION TIEMPO SENSIBILIDAD

S. typhimurium 6

S. marcescens 13

E. cloacae
E. cloacae
e ——————————
E. coli
S ———————

K. pneumoniae

W U 0NN NN

K. pneumoniae

P. vulgaris

Ps. aeruginosa 18

[ AN ~ I SR RN e o)

E. aerogenes
e ————————

o & @

A. anitratus 7
S. sonnei 13 10
S. flexneri

C. freundii 4

Y. enterocolitica - 9

X HORAS 7.3 , 6.6
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EXUDADO DE PETEQUIA

En 95 enfermos con sospecha de sepsis meningocébcica,
se practic6 el examen del exudado de petequia teidido con -

el método de Gram, como técnica diagnbstica rdpida.

En 67 enfermos se confirmd clinicamente el diagnbs-
tico de sepsis meningoc6cica y 28 fueron diagnosticados -/

mds adelante de otros procesos.

TABLA 38.- Sepsis meningocécicas confirmadas clinicamente

NUMERO DE ENFERMOS ESTUDIADOS: 95

RESULTADOS CLINICOS

Sepsis meningocécica 67

Otros procesos 28

TABLA 39.- Casos en que el exudado de petequia y el hemocultivo fueron
positivos en enfermos con diagnéstico positivo de =psis me-
ningocécica y en enfermos diagnosticados de otros procesos.

TOTAL PETEQUIAS (+) HEMOCULTIVOS (+)
Sepsis menincogbécica 67 48 16
71.6 % 23.8 %
Otros procesos 28 2 0

7.1 % 0%
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TABLA 40.- Casos en que los resultados del exudado de petequia y
el hemocultivo han coincidido o han discrepado en en-
fermos con diagnéstico de sepsis meningocédcica

Petequia (+) - Hemocultivo (+) 15
Petequia (+) - Hemocultivo (-) 33
Petequia (-) - Hemocultivo (+) 1
Petequia (-) - Hemocultivo (-) 18

TOTAL 67

En las Tablas 41 y 42, se encuentran la sensibili -
dad, especificidad y valor predictivo positivo y negativo
obtenidos con los exudados de petequia y hemocultivos to-
mando como referencia la confirmacién clinica, analitica y

evolutiva del diagn6stico de sepsis meningocébcica.

TABLA 41.- Sensibilidad, especificidad y valores predictivos posi
tivo y negativo del exudado de petequia en el diagnés-
tico de sepsis meningocécica

REFERENCIA
POSITIVO NEGATIVO
Ex. Petequia Positivo 48 2
Negativo 19 26
67 28

Sensibilidad: 71.6 %; Especificidad: 92.8 %; Valor predictivo
positivo: 96 %; Valor predictivo negativo: 57 %
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TABLA 42.- Sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo obtenidos en el hemocultivo en
una serie de 95 enfermos con diagndstico previo de
sepsis meningocécica.

REFERENCIA
POSITIVO NEGATIVO
Hemocultivo Positivo 16 0
Negativo 51 28
67 28

Sensibilidad: 23.8 %; Especificidad: 100 %; Valor predictivo

positivo: 100 %; Valor predictivo negativo: 35 %.

Se han estudiado 1230 frascos de hemocultivo con -
el sistema Bactec NR-660, detectdndose crecimiento en 179
frascos (14.5%) . En 164 de ellos se aislaron bacterias en

los subcultivos consideré&ndose el resto negativos.

En la Tabla 43, se expone la sensibilidad y especi-

ficidad de la prueba.

TABLA 43.- Sensibilidad, especificidad y valores predictivos
positivo y negativo obtenidos con Bactec NR-660 /
en 1230 botellas de hemocultivo

REFERENCIA
POSITIVO NEGATIVO

Bactec Positivo 164 15
Neaativo 0 1051
164 1066

Sensibilidad: 100 %; Especificidad: 98 %; Valor predictivo po-
sitivo: 91 %; Valor predictivo negativo: 100 %.
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En la Tabla 44, observamos los falsos positivos cla

sificados segln el umbral de lectura de CO2

TABLA 44.- Relacidn de resultados positivos y falsos positivos
clasificados seqgin el umbral de lectura de CO2

LECTURAS DE C02 ng POSITIVO FALSOS POSITIVOS
35 2 2 0
35-40 20 6 14
41-50 8 7
50 149 149 0

En las Tablas 45 y 46, exponemos los dfas en que -
detectd el crecimiento y si fué en frasco aerobio o anaero
bio y las bacterias aisladas, seflalando también en qué ti-

po de botella se aislaron.

TABLA 45.- Ndmero de frascos y dia en que se detectd crecimien
to si fué en frasco aerobio o anaerobio.

DIAS AEROBIOS ANAEROBIOS

1 32 30
2 21 27
3 19 21
4 14 5
5 8 2

94 85
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TABLA 46.- Relacidon de bacterias aisladas en frascos aerobios y

anaerobios
MICROORGANISMOS F. AEROBIOS F. ANAEROBIO
Staphylococcus coag.(-) 12 17
S. Thyphi 6 4
M. morganii 3 3
Clostridium sp. - 1
P. aeruginosa 4 -
Brucella sp. 1 -
P. mirabilis 11 14
E. coli 24 19
Candida albicans 1 -
S. enteritidis 2 -
S. faecium - 1
P. acnes 1 8
M. luteus 1 1
Corynebacterium sp. 1 -
S. aureus 7 6
B. fragilis 1 5
S. grupo viridans - 1
S. faecalis 1 2

————————————————

S. pneumoniae 3 3

79 85
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TABLA 47.- Estudio de sensibilidad de coaglutinacién y aglutinacién
de latex con S.pneumoniae en Liquido Cefalorraquideo /
(estudio in vitro)

Dilucion del RES. colonias Latex Coaglutinacion
0.5 MacFarland (Bactigen) (Phadebact CSF)
1 1/10 mas de 1.5 x 10° +++ +

2 1/100 45000 ++ -

3 1/300 18500 + -

4 1/600 8000 - -

5 1/1200 4500 - -

6 1/2400 2000 - -

7 1/4800 0 - -
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TABLA 48.- Estudio de reproductibilidad de coaglutinacién y aglu
tinacién de latex con S. pneumoniae en Liquido Cefalo
rraquideo (estudio in vitro)

Dilucidén del . Latex -Coaglutinacién
Rt2. colonias

0.5 MacFarland (Bactigen) - (Phadebact CSF)
1 1/10 més de 1.5 x 10° +—+ +

1 1/10 més de 1.5 x 105 ++ +

1 1/10 més de 1.5 x 10° +—+ +

2 1/100 45000 +

2 1/100 45000 + -

2 1/100 45000 + -

3 1/300 18500 - -

3 1/300 18500 - -

3 1/300 18500 - -

4 1/600 8000 - -

4 1/600 8000 - -

4 1/600 8000 - -
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TABLA 49.- Estudio de sensibilidad de aglutinacién en latex y coaglu
tinacidn con H_. influenzae en Liquido Cefalorraquideo
(estudio in vitro)

Dilucién del RE9. colonias Latex Coaglutinacidn
0.5 MacFarland (Bactigen) (Phadebact CSF)
1 1/10 mas de 1.5 x lO5 +++ +++

2 1/100 més de 1.5 x 10° -t .

3 1/300 més de 1.5 x 10° - N

4 1/600 120000 ++ +

5 1/1200 80000 ++ -

6 1/2400 50000 + -

7 1/4800 40000 + -

8 1/9600 15000 - -
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TABLA 50.- Estudio de reproductibilidad de aglutinacidon de latex y
coaglutinacién con H. influenzae en LLiquido Cefalorra-
quideo (estudio in vitro)

Dilucidn del . Latex Coaglutinacién
Rt2. colonias
0.5 MacFarland (Bactigen) (Phadebact CSF)

3 1/300 més de 1.5 x 10° +
3 1/300 mas de 1.5 x 105 +
3 1/300 més de 1.5 x 10° +
4 1/600 120000 +
4 1/600 120000 +
4 1/600 120000 +
5 1/1200 80000 “~+ -
5 1/1200 80000 ++ -
5 1/1200 80000 ++ -
6 1/2400 50000 + -
6 1/2400 50000 + -
6 1/2400 50000 + -
7 1/4800 40000 +

7 1/4800 40000 +

7 1/4800 40000 +

8 1/9600 15000 -

8 1/9600 15000 -

8 1/9600 15000 -
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TABLA 51.- Estudio de sensibilidad de coaqlutinacidn, aglutinacién
de latex y ELISA con N. meningitidis en Liguido Cefalo-
rraquideo (estudio in vitro)

Dilucidn del Rt2 colonias Latex FLISA Coaqglutinacidn
0.5 MacFarland (Bactigen) (Phadebact CSF)
1 1/10 mas de 1.5x105 4+ 4+ +

2 1/100 24000 ++ +++ -

3 1/300 11000 + ++ -

4 1/600 9000 + + -

5 1/1200 3000 - + -

6 1/2400 1000 - - -
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TABLA 52.- Estudio de reproductibilidad de coaglutinacién, aglutinacidn
de latex y ELISA con N. meningitidis en Liquido Cefalorraqui
deo (estudio in vitro)

Dilucién del Rt2. colonias Latex Coaglutinacidn ELISA
0.5 MacfFarland en MH (Bactigen) (Phadebact CSF)

1 1/10 mas de 1.5 x 10° +

1 1/10 mas de 1.5 x 10° ,

1 1/10 mas de 1.5 x 10° "

2 1/100 24000 -

2 1/100 24000 -

2 1/100 24000 -

3 1/300 11000 +

3 1/300 11000 +

3 1/300 11000 +

4 1/600 9000 + .
4 1/600 9000 + .
4 1/600 9000 + +
5 1/1200 3000 - +
5 1/1200 3000 - +
5 1/1200 3000 - +
6 1/2400 1000 - -
6 1/2400 1000 - -

6 1/2400 1000 - -
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En las Tablas 53, 54 y 55, se muestran los resulta-
dos obtenidos sobre especificidad de coaglutinacién (Phade
bact CSF) aglutinacidén de l&tex (Bactigen)y ELISA (Gonozy-

me).

TABLA 53.- Estudio de especificidad de coaglutinacién (Phadebact
CSF) (N. meningitidis, H.influenzae y S . pneumoniae)
en Liquido Cefalorraquideo (estudio in vitro)

N.meningitidis H.influenzae S . pneumoniae

Streptococcus grupo D + - -

Streptococcus grupo B + - -

Bordetella bronchiseptica - - -

Klebsiella pneumoniae - - -

S. pneumoniae - - +

H. influenzae - + -

N. meningitidis + - -




- 158 -

TABLA 54.- Estudio de especificidad de aglutinacion de latex (Bac-
tigen)N.meningitidis, H.influenzae, S .pneumgniae en Li
quido Cefalorraquideo (estudio in vitro)

N.meningitidis H.influenzae Sr.pneumoniae -

Streptococcus grupo D - - -

Streptococcus grupo B - - -

Bordetella bronchiseptica - - -

Klebsiella pneumoniae - - -
S. pneumoniae - - +
H. influenzae - + -
N. meningitidis + - -

TABLA 55.- Estudio de especificidad del método ELISA (Gonozyme)
(N. meningitidis) en Liquido Cefalorraguideo (estudio
in vitro)

N. meningitidis

Streptococcus grupo D -

Streptococcus grupo B -

Bordetella bronchiseptica +

Klebsiella pneumoniae -

S. pneumoniae -

H. influenzae -

N. meningitidis +

N. sicca +
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V.- DISCUSION

INFECCION URINARIA

El gran nGmero de muestras de orina que llega a los
laboratorios de Microbiologia Clinica para un examen bac-
teriolbégico, ha propiciado la incorporacién de técnicas /
rdpidas de seleccidn de orinas con bacteriuria significa-
tiva. Recordemos que los cultivos de orina constituyen -/
aproximadamente una tercera parte de la carga de trabajo
de un laboratorio de bacteriologfa y que de estas mues-
tras, menos del 25 % son positivas, entendiendo como posi
tivas las que muestran la existencia de microorganismos -
en nGmero significativo de padecer infeccidn urinaria
Adem&s un buen nGmero de septicemias por bacilos Gram ne-
gativos tienen su origen en una infeccidn urinaria y en /
estas ocasiones un diagndéstico répido del microorganismo
en orina, ademds de obtenerse mucho mas répidamente que
mediante hemocultivo, nos permite conocer el diagnéstico
etioldgico e instaurar una terape(tica antimicrobiana co
rrecta en un paciente con una infeccibn grave que pone /

su vida en peligro.

ESTERASA LEUCOCITARIA Y REDUCCION DE NITRATOS

Como parece que hay una buena correlacibén entre la -
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bacteriuria y la existencia de 10 o mds leucocitos por ml.
de orina (81, 171), no es de extrafiar que se utilizase el
recuento de leucocitos en camara como técnica rdpida y re
productible para el diagnéstico de bacteriuria. Posterior-
mente aparecieron tiras reactivas que permitian conocer la
existencia de leucocituria, midiendo la esterasa leucocita
ria que se encuentra en los neutr6filos, ya que la mayoria
de los leucocitos que se encuentran en la orina son de es-
ta clase. La técnica de la esterasa leucocitaria aportaba
por una parte, mayor rapidez (dos minutos), cuestidén esti-
mable cuando existe gran nGmero de muestras, y por otra -/
parte no verse afectada por la lisis leucocitaria que se
produce en las orinas alcanzando cierta importancia en el
transcurso de pocas horas. Sin embargo, al utilizar séla-
mente esta prueba para deteccidn de bacteriurias no se ob
tuvieron resultados totalmente satisfactorios, sobre todo

en mujeres (142).

Como la mayoria de las bacterias que producen infec
cidn urinaria son capaces de reducir los nitratos a nitri
tos, se pensdé en la utilidad de esta prueba para la selec
cidén de orinas con bacteriuria. La prueba de Griess (161)
fué también mejorada en cuanto a tiempo y sencillez de /
realizacidén, por tiras reactivas, que en un minuto obtie-

nen el resultado de la reaccibn.
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La utilizacidén de esta prueba sola como indicador de
la existencia de bacteriuria, ha demostrado en general una
baja sensibilidad que variaba segin el tipo de tiras reac-
tivas empleado (42, 84, 184), si bien la especificidad es

muy alta.

Entonces se empezd a utilizar estas dos pruebas de -
forma conjunta con lo que se pretendia mejorar la sensibi-

lidad y especificidad de cada una de ellas por separado.

Nosotros hemos utilizado las tiras reactivas Combur
9 test (Boehringer Mannhein) valorando entre los nueve pa-
rametros que ofrece, s6lo esterasa leucocitaria y reduccidn
de nitratos a nitritos con el fin de evaluar su utilidad -

en la deteccibn rdpida de bacteriurias significativas.

Con doscientas quince orinas estudiadas, se ha obte-
nido una sensibilidad del método del 85 %, una especifici-
dad del 76 %, un valor predictivo positivo del 84 % y un /

valor predictivo negativo del 77 % (Tabla 1).

La sensibilidad obtenida por distintos autores (106,
132, 136, 141, 184) , ha sido muy similar a la nuestra con
valores que oscilan entre 74 y 90 % con alguna excepcidn -

como los que encuentran valores tan altos como 100 %(132).
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En la especificidad hay una mayor homogeneidad en -/
los resultados, que son desde un 72.6 % (132) a un 85.5 %
(141), obteniendo dos autores (106, 136), resultados préc

ticamente idénticos a los nuestros.

En los valores predictivos positivos, aunque algunos
(184) encuentran porcentajes muy parecidos a los nuestros
(84.8 %), la mayoria obtienen valores inferiores. Creemos
que esto es debido al alto porcentaje de orinas positivas
(60 %) en nuestra serie, debido seguramente a que las ori
nas fueron de alguna forma seleccionadas, eligiendo prefe
rentemente, las de Servicios criticos con un alto Indice

de infecciones urinarias.

Esta misma razén es la que probablemente influye en
que el valor predictivo negativo obtenido por nosotros -/
(77 %) sea bajo en relacidén a otros que superan el 90 % ,

aunque algunos obtienen valores tan bajos como 51.3 %(184).

Al dividir las orinas positivas de nuestra serie en
tres grupos, segln los microorganismos aislados sean: baci
los Gram negativos; cocos Gram positivos y levaduras o -/
flora polimicrobiana, observamos que los porcentajes de -
resultados positivos obtenidos con Combur test son idénti-
cos para el primer y tercer grupo (86 %), siendo algo infe

rior en el grupo de cocos Gram positivos o levaduras (80%)
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lo que es normal puesto que la reacciédn de nitratos ofrece
peores resultados con cocos Gram positivos y levaduras (Ta

bla 5).

Esta prueba tiene dos importantes ventajas que son -
la sencillez de realizacibébn y su rapidez que es inferior a
2 minutos. Como mayor inconveniente se puede seflalar que -
no se obtiene ninguna informacién acerca de los microorga-

nismos en orden a orientar su diagnbstico etiolbgico.

Su sensibilidad la podemos calcular entre un 85y /

90 % y su especificidad alrededor del 75 %.

Por lo tanto, esta técnica se muestra como un método
Gtil,sencillo y rdpido para el despistaje de infecciones -
urinarias, sin embargo, el nimero de falsos negativos que
se obtiene y la frecuencia con que estos se producen en en
fermos neutropénicos graves, hacen necesaria la préctica /
del cultivo de orina como método confirmativo de los resul

tados.

Por otra parte es un buen método de seleccibn de ori
nas para ser examinadas con otro tipo de técnicas répidas
como UID-3 AMS cuyo coste elevado aconseja una seleccibn -

previa.
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TINCION DE GRAM Y NARANJA DE ACRIDINA

La tincidén de Gram es un técnica que por su rapidez
y economia, se ha utilizado desde hace muchos afios en el -
diagnéstico ré&pido en Microbiologfa. Aunque en una época /
cay6 en un cierto desuso, otra vez existe un renovado inte
rés en sacar todo el rendimiento que esta tincibén es capaz
de ofrecer. Por lo tanto, también se ha aplicado la tin -/
cibn de Gram al diagnbéstico de la infeccibn urinaria. Aun-
que algunos utilizan la tincidén de Gram del sedimento de -
la orina centrifugada, la tincién de una preparacidén hecha
con una gota de orina sin centrifugar lleva menos tiempo ¥
es mas facil de interpretar, considerando que la existen -
cia de dos o mé&s bacterias por campo (examinando la prepa-
racién con objetivo de inmersidén equivalen a una bacteriu-

ria de al menos 105 bacterias por ml. de orina) (153).

La utilizacidén de una solucibébn de naranja de acridi-
na a pH bajo para tefiir muestras clinicas, con observacién
al microscopio de fluorescencia, se reveld como una técni-
ca.muy interesante, ya que se producfa una tincibn muy lla
mativa de las bacterias, en color naranja. Estd considera-
do como més sensible que el Gram en muestras con poca can-

tidad de bacterias.

Nosotros hemos utilizado los dos tipos de tinciones
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en doscientas quince muestras de orinas procedentes de en-
fermos con sospecha de infeccién urinaria para evaluar su

utilidad como técnica répida de diagn6éstico en estas infec
ciones. Las tinciones se realizaron en preparaciones hechas
con orina sin centrifugar y se consideraron positivas si -
se observaban una o més bacterias por campo con objetivo -

de inmersién.

En la tincidén de Gram, hemos encontrado una sensibi-
lidad del 94 %, una especificidad de 95 %, un valor predic
tivo positivo de 96 % y un valor predictivo negativo de -/

92 % (Tabla 2).

Entre varios autores consultados (62, 106, 107, 142,
179, 184, 198), la sensibilidad es alta, por encima del -/
90 % para muchos, con alguna excepcidn (142) que en un es-
tudio en mujeres encontrd una sensibilidad del 77 %. La es
pecificidad es alta pues salvo una especificidad del 77.6%

(184), el resto la situa por encima del 90 %.

También el valor predictivo negativo se situa en es-
ta ocasibén sin excepciones por encima del 90 % con valores
entre 92 y 99.7 %. En el valor predictivo positivo es don-
de se encuentran datos tan dispares como 47.7 %, 53.5 %, /

66.7 %, 71 %, 81 % y 93 %.
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Con la tincidén de naranja de acridina hemos obtenido
una sensibilidad de 95 %, una especificidad del 89 %, un -
valor predictivo positivo de 93 % y un valor predictivo ne

gativo de 92 % (Tabla 3).

Existen abundantes estudios de la utilizacidédn de na-
ranja de acridina en diversas muestras clinicas como liqui
do cefalorraquideo o hemocultivos (98, 105, 123), pero no

en infecciones urinarias.

Sin embargo, como es una técnica que se basa en una
tinci6én, la podemos comparar perfectamente con los resulta
dos que se obtienen con la tincién de Gram. En nuestra se -
rie, los resultados obtenidos con la tincidén de Gram y la
de naranja de acridina, son muy similares con una ligera -
mayor sensibilidad a favor de la tincién con naranja de -/

acridina y una mayor especificidad para la tincién de Gram.

Si separamos las orinas positivas en tres grupos se-
glin el microorganismo encontrado: a) bacilos Gram negati -
vos, b) cocos Gram positivos y levaduras y c) flora polimi
crobiana, los porcentajes de resultados positivos consegui
dos tanto con una tincibén como con otra, son préacticamente

iguales en los tres grupos (Tablas 6 y 7).

En consecuencia la tincién de Gram de una gota de ori
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na sin centrifugar es una técnica sencilla, poco costosa,
con una sensibilidad y especificidad muy alta, que puede
considerarse como una prueba de eleccidn para la deteccibn
rédpida de bacteriurias significativas. Ademds proporciona
datos sobre la morfologia de las bacterias, su agrupacidn
y gram positividad o gram negatividad, que permiten un acer
camiento al diagn6stico etiolbgico. Sin embargo, hay que -
realizar a la vez un cultivo de orina para confirmar los -
resultados y consequir la identificacién y pruebas de sen-

sibilidad de los microorganismos.

Aunque la tincién con naranja de acridina se ha con-
siderado més sensible que la de Gram, en nuestra serie se
obtienen resultados similares, no encontrando ventajas en
la tincidén de naranja de acridina, a no ser el gusto del -
observador o la mayor comodidad y menor cansancio del mi /
croscopista, al poder observar las preparaciones con obje-

tivo seco de bajo aumento.

Uno de los inconvenientes que encontramos con estas
técnicas microscbpicas es la carga de trabajo que supone -

en laboratorios con muchas muestras de orina.

AUTOMICROBIC SYSTEM COMO METODO RAPIDO DE DIAGNOSTICO DE
INFECCION URINARIA

Entre los sistemas automdticos que han aparecido en
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los dltimos afos, capaces de detectar bacteriurias signifi
cativas, llama la atencidén Automicrobic System, debido a -
que es un sistema automdtico que es capaz de detectar,hacer
un recuento de colonias e identificar las bacterias y leva
duras que se encuentran en las muestras de orina. La base

biolbdgica de este sistema, reside en medios liofilizados /
especificos, altamente selectivos situados en pocillos en
tarjetas de pldstico desechables. Al introducir la muestra,
rehidrata e inocula los medios existentes en los pocillos.
Mediante un sistema éptico automdtico, y un computador, de
tectan los cambios en los medios de cultivo, ofreciendo re
sultados sobre recuento de colonias e identificacidén de -/
una forma automdtica en un tiempo inferior a 13 horas (4).
Las tarjetas desechables que en un principio se utilizaban
una por muestra, posteriormente han sido adaptadas, con el
mismo principio biolégico, para analizar tres muestras por

tarjeta (UID-3).

Hemos utilizado Automicrobic System con las tarjetas
UID-3 en doscientas quince orinas procedentes de enfermos
para valorar su utilidad en el diagnéstico rdpido de bacte
riurias significativas. Se han valorado, por un lado el re
cuento de colonias y por otro la identificacidén de los mi-

croorganismos.

En el recuento de colonias se ha obtenido una sensi-
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bilidad igual a la especificidad, 97 %, un valor predicti-
vo positivo de 98 % y un valor predictivo negativo de 96 %

(Tabla 4).

En las identificaciones se han obtenido un 92.3 % de

resultados concordantes con el método de referencia.

Distribuyendo las muestras positivas en tres grupos -
segln los microorganismos que se encontraron en ellas: a)
bacilos Gram negativos, b) cocos Gram positivos y levadu -
ras y c¢) muestras polimicrobianas, las identificaciones co
rrectas con UID-3 fueron el 93 %, 100 % y 82 % respectiva-
mente. El tiempo medio empleado en la identificacibn de es
tos grupos fué practicamente igual, oscilando entre 7.2 y
7.8 horas con una media para todos ellos de 7.5 horas (Ta-

blas 8 y 9).

Nuestros resultados son coincidentes con una evalua-
cidn hecha bajo los auspicios del Colegio Americano de Pa-
télogos en el que encuentran una correlacibén con los méto-
dos cldsicos del 99 % para el recuento de colonias (excep-
to para levaduras) y del 95 % para la identificaci6on (128).
Otros autores , con orinas procedentes de muestras clini
cas y orinas simuladas, obtienen resultados parecidos, con
valores por encima del 90 % (4, 83, 168). Hay autores,que

obtienen resultados inferiores, detectando el 82.8 % del -
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total de las orinas positivas. No obstante, este porcenta-
je sube al 95.8 %, si no se valoran las posibles contamina

ciones (143).

También se hizo un estudio con orinas preparadas con
cepas ATCC. Este estudio constaba de dos partes. En la pri
mera, se utilizaron orinas preparadas con una cepa por -/
muestra (90 muestras en total); en la segunda, se prepara-

ron las orinas con dos bacterias por muestra (60 muestras).

En las dos series se utiliz6é la misma sistemética: se
hacia con cada bacteria o mezcla de bacterias, una suspen-
sidén al 0.5 de MacFarland y a partir de ella, cinco dilucio
nes seriadas al 1/10 en orina estéril, de forma que se obte
nian seis orinas simuladas con concentraciones distintas de
microorganismos, desde 108 a 103, por cada cepa ATCC utili-
zada individualmente o por cada mezcla de dos bacterias. En
las orinas preparadas con una bacteria, se repitieron las -
cuatro diluciones mas bajas una vez y en las preparadas con

dos bacterias se repitieron las tres diluciones mé&s bajas /

tres veces cada una (Tabla 18).

Con la orinas simuladas que contenian s6lo una bacte-
ria, obtuvimos los siguientes resultados: el recuento de co
lonias fué correcto en el 86 % de las muestras (Tabla 10).

Este dato es bastante mds bajo que el 97 % obtenido con -/
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muestras clinicas. Si distribuimos estos erroes por dilu -
ciones (Tabla 11), advertimos que se producen todos en las

diluciones que contienen menor cantidad de bacterias 103 ,

4 5

107 y 10” es decir, en las diluciones que podriamos califi

car de criticas para diagnosticar una infeccibn urinaria.

Las identificaciones correctas se produjeron en un /
84.4 % (Tabla 12), también inferior al 92.3 % obtenido con
muestras clinicas. Los microorganismos no identificados -/

fueron: E. cloacae, S. marcescens, C. freundii, S. faeca-

lis y C. albicans y llama la atencién C. freundii que en -

el 60 % de las veces que fué probado no se identificd o -/
fué identificado incorrectamente (Tabla 13). Los errores de
identificacidon se produjeron en todas las diluciones, pero
se advierte un mayor nimero de errores en las diluciones /
mds bajas (Tabla 14) (en las diluciones mé&s bajas se produ

cen las 2/3 partes de los errores).

El tiempo medio necesario para la obtencidn de resul
tados fué de 8.2 horas (Tabla 15), observandose claramente
cémo cuanto menor es la cantidad de bacterias en la suspen
sién, mayor es el tiempo en que se obtienen resultados (Ta

bla 16).

Se emplearon tres bacterias que no son identificables

por UID-3 AMS. P ara dos de ellas (Y. enterocolitica y A.
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calcoaceticus) no se obtuvo crecimiento o no fueron identi

ficadas.

La tercera, S. typhimurium, la mitad de las veces no

fué identificada y la otra lo fué como E. coli (Tabla 17).

En las orinas preparadas con dos bacterias se utiliza
ron cuatro clases de mezclas de bacterias a partes iguales
(Tabla 19),utilizando en alguna de ellas, bacterias con -/
las que seg(n algunos autores (4) o por experiencia propia,

se obtienen peores resultados (P. aeruginosa, S. aureus, C

freundii). Una identificacidén correcta de las dos bacterias
que se encontraban en las orinas preparadas, se produjo en
el 60 % de los casos. Los errores, se produjeron en todas

las suspensiones que contenian alguna de las bacterias an-
tes citadas. (Tabla 20 y 21). También se puede apreciar,cd
mo el porcentaje de errores va aumentando progresivamente

segln va disminuyendo el nGmero de bacterias en las mues -
tras (Tabla 22). Asi en las muestras que contienen 108 y

7

10" bacterias por ml. no se produce ningln error de identi

ficacién. Por el contrario, en las orinas que tienen 103 -
bacterias por ml. en el 68 % de ellas se producen fallos -

de identificacibn.

El tiempo medio de identificacidn en esta serie fué

de 10.4 horas, muy superior a la serie que contenfa s6lo /
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una bacteria. También es necesario mis tiempo para la obten
ciébn de resultados cuanto menor es la concentracifén de bac-

terias (Tabla 23 y 24).

Automicrobic System, es un sistema automatizado, que
analizando directamente la orina, proporciona un recuento -
de colonias global y la identificacidén de los microorganis-

mos existentes en la muestra.

La realizacibon de la técnica es facil y el tiempo que

necesita para obtener resultados oscila entre 3-13 horas.

Con muestras clinicas se obtienen buenos resultados -
en un corto espacio de tiempo que en nuestra serie es de /
7.5 horas. Sin embargo, cuando se prueba con muestras que /
contienen concentraciones bajas de microorganismos, se pro
ducen fallos en los recuentos e identificaciones consideran
dose los resultados menos satisfactorios con estas muestras
(Tablas 25, 26 y 27). También hay que tener en cuenta que -
en bacteriurias por bacterias no identificables por‘el sis-

tema, aunque no sean muy frecuentes, pueden existir errores.

Los mayores inconvenientes son, su coste y la necesi-
dad de practicar simultédneamente un cultivo de orina, debi-
do a que este sistema no proporciona la sensibilidad a los

antibib6ticos de los microorganismos, y hay que obtenerla a
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partir de las colonias crecidas en el cultivo. También sir

ve el cultivo como comprobacidédn de la técnica.

SEPTICEMIA

El diagnbéstico microbioldgico rédpido de la septicemia,
es uno de los problemas importantes con los que se encuen-
tra un laboratorio de Microbiologia Clinica. La gravedad -
de la enfermedad, la amplia gama de microorganismos que la
pueden producir y los enfermos comprometidos sobre los que
con frecuencia recaen estos procesos (9, 130, 159, 188)son
factores que hacen exigir un diagnbstico etiolbégico acompa
fiado de la sensibilidad a los antibi6ticos lo més répido -
posible, para que la terapeltica antimicrobiana sea la més

correcta.

Una mayor rapidez en el diagndstico, se puede inten-
tar bien detectando el crecimiento bacteriano en las bote-
l1las de hemocultivo con prontitud o bien una vez obtenido
el crecimiento, conseguir una répida identificacibn y prue

bas de sensibilidad del agente etiolbgico.

IDENTIFICACION Y PRUEBAS DE SENSIBILIDAD DE BACILOS -
GRAM NEGATIVOS CONSEGUIDOS DIRECTAMENTE A PARTIR DEL FRAS-
CO DE HEMOCULTIVO CRECIDO.

Hemos utilizado un procedimiento que permite obtener



- 175 -

la identificacidén directa y pruebas de sensibilidad a los
antibidéticos de bacilos Gram negativos (enterobacterias y
bacilos no fermentadores) a partir de frascos de hemocul-
tivos crecidos. Mediante un proceso de centrifugacidn se
concentran las bacterias existentes en el frasco de hemo-
cultivo y el sedimento bacteriano diluido se utiliza para
inocular tarjetas GNI y GNS del Automicrobic System, para
conseguir una identificacidén y pruebas de sensibilidad en
untiempo sensiblemente inferior a los métodos tradiciona-

les.

Hemos utilizado esta técnica con 84 hemocultivos cre

cidos procedentes de enfermos de nuestro Hospital.

Se consiguieron 61 identificaciones, 72.6 % con dos
identificaciones incorrectas y 21 muestras no identifica -

das (Tablas 28, 29 y 30).

En 75 muestras se obtuvieron pruebas de sensibilidad
(89 %) a 11 antibidticos (825 pruebas). De ellas el 94.6 %
fueron coincidentes con el método de referencia, siendo -
el grupo de las Cefalosporinas el que registrd mayor nime-

ro de errores (Tablas 31 y 32).

De los 45 errores producidos, en 9 casos (1 %)pueden

ser considerados errores mayores (Tabla 33).
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La identificacién se obtuvo en un tiempo medio de 6.9

horas y las pruebas de sensibilidad, en 6 horas (Tabla 34).

Nuestros resultados son inferiores en lo que se re -
fieren a identificacién a lo conseguido por otros autores,
que consiguen un 95 % de identificaciones correctas. Sin -
embargo, el tiempo en que obtenemos la identificacidén es -
menor (125). Por el contrario en las pruebas de sensibili-
das, nosotros conseguimos una correlacién mayor que estos
autores que consiguen un 87 % con un porcentaje de errores

mayores del 3.8 % (125).

Hemos realizado un estudio similar con hemocultivos
preparados por nosotros con cepas ATCC. Dieciseis frascos
de hemocultivo fueron inoculados con varias cepas ATCC,una
por muestras y una vez crecidos se practicéd la técnica di-
recta, antes expuesta, para conseguir la identificacidn rg

pida de las bacterias.

En el 87 % de los casos se obtuvo identificacibn co-
rrecta (Tabla 35), procentaje algo superior al que encontra
mos con los hemocultivos procedentes de enfermos. También
en un 87 % se consiguieron pruebas de sensibilidad. Entre
las identificaciones incorrectas llama la atencidn una ce-

pa de Shigella sonnei, identificada como Salmonella sp (Ta

bla 36).
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El tiempo medio de identificacidn en esta serie fué
de 7.3 horas y el tiempo medio que se necesitd para la sen

sibilidad fué de 6.6 horas (Tabla 37).

Esta es una técnica rdpida que evita el conseguir co
lonias en cultivo puro para obtener la identificacidn y sen

sibilidad antimicrobiana.

Técnicamente es bastante sencilla y se consiguen diag
nésticos microbioldgicos en un buen namero de casos reducien
do de forma importante el tiempo que necesitan las técnicas
convencionales, que por otra parte se deben realizar parale
lamente a este método ya que serdn necesarias cuando en la
técnica rapida se obtengan resultados negativos. Sus princi
pales inconvenientes son que en bacteriemias producidas por
mas de un microorganismos, los datos obtenidos sobre identi
ficacibébn, no tendrédn validez, y que el ser aplicada esta -/
técnica a bacteriemia por cocos Gram positivos, los resulta

dos no son satisfactorios.

A pesar de ello, como la mayoria de las bacteriemias
son producidas por una bacteria y los bacilos Gram negati-
vos son los que con mayor frecuencia las producen, esta es
una técnica de gran utilidad en el diagnbéstico répido de -

la septicemia.
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EXUDADO DE PETEQUIA EN SEPSIS MENINGOCOCICA

La sepsis meningocdcica es una entidad bastante fre-
cuente en nuestro pais (166, 183), y de enorme gravedad y

evolucibn rapidisima.

En un buen ndmero de casos (183) no se aisla N.menin
gitidis en hemocultivo debido seguramente a una antibiote-
rapia previa, o al posible efecto téxico del polianetol -
sulfonato (componente que con frecuencia poseen los fras -
cos de hemocultivo) (29, 152). No obstante, aunque se rea-

lice el aislamiento de N. meningitidis a partir de hemocul

tivos, la lentitud con que se produce (24-48 horas como mi
nimo) en muchos casos s6lo sirve como diagnéstico retrospec
tivo o confirmacidon diagn6éstica con poco o ninglin valor pa

ra el enfermo.

Por ello es de gran interés el utilizar otro tipo de
técnicas en el diagnbéstico de esta enfermedad, que con ma-
yor rapidez permite hacer o confirmar un juicio diagndstico

e instaurar la terape(tica apropiada.

En este sentido hemos estudiado una tincidén de Gram
del exudado de la petequia como método diagndéstico rapido
de sepsis meningocbcica. Se considerd la prueba positiva -

cuando se observaron diplococos Gram negativos con morfolo
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gfa tipica del género Neisseria.

El método se realizd en noventa y cinco enfermos con
sospecha de sepsis meningocbcica. En 67 casos se confirmd
el diagnéstico clinico (rash purpirico, alteraciones hemo-
dindmicas, coagulacidén intramuscular diseminada (Tabla 38)
De estos enfermos, en 48 (71.6 %) el exudado de petequia /
fué positivo y el hemocultivo en 16 ocasiones (23.8 %). En
los 28 enfermos en que se descarté el diagndstico de sepsis
meningocbcica, el hemocultivo fué negativo en todos ellos
mientras que el exudado de petequia fué negativo en 26 y -
fueron positivos 2 casos cuyo diagnéstico definitivo fué -
P.T.I. y Parotiditis (7.1 % de falsos positivos) (Tablas /
39 y 40).

Con el exudado de petequia se obtuvo en este estudio
una sensibilidad del 71.6 % y una especificidad del 92.8 %
y con los hemocultivos una sensibilidad del 23.8 % y una -

especificidad del 100 % (Tablas 41 y 42).

El exudado de petequia es una técnica sencilla, rapi
da y que si esrealizada nor personal especializado, confirma
la sospecha de sepsis meningocbcica en un elevado nimero -
de casos, con un porcentaje pequefio de falsos positivos
Su principal ventaja es la rapidez, ya que pueden obtener-

se resultados en menos de una hora y su principal limita -
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cibn que se necesita disponer de personal experto, tanto -
para la toma de la muestra como para su observacibén al mi-
croscopio que debe ser prolongada y muy cuidadosa ya que -

el nlmero de bacterias es muy escaso.

BACTEC NR-660

Con el objeto de conseguir una rapida deteccibn del
crecimiento bacteriano en los frascos de hemocultivo,hemos
examinado durante cinco dias consecutivos 1230 frascos de
hemocultivo (615 aerobios y 615 anaerobios) procedentes de
enfermos, en los que visualmente no habia signos macroscé-
picos del crecimiento, con el sistema Bactec NR-660 que es
un sistema automatizado, no radiométrico para deteccibn de
microorganismos en botellas de hemocultivo midiendo la pro

duccidn de CO2 como indicador biolégico de crecimiento.

De todos los frascos de hemocultivo, en 179 casos -/
(14.4 %) la lectura de CO2 sobrepasd la cifra de 35(umbral
establecido para considerar un hemocultivo positivo) y de
éstos, en 15 ocasiones (8.3 %) no se aisld ninguna bacte -

ria considerdndose el hemocultivo falso positivo.

La sensibilidad del método en este estudio fué de -/
100 %, la especificidad 98.6 % , el valor predictivo posi-

tivo 91 % y el valor predictivo negativo 100 % (Tabla 43).
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Si separamos los hemocultivos positivos por este sis
tema, segln la lectura de C02 que se obtuvo (Tabla 44),nos
damos cuenta que la mayor cantidad de falsos positivos se
dan en las lecturas comprendidas entre 35 y 40, siendo muy
escasos en los valores 41 a 50 e inexistentes en valores -
superiores a 50. Sin embargo, no se puede subir el umbral
a 40 puesto que en el rango 35-40 también se obtienen resul
tados positivos. De los hemocultivos positivos, 62 (34 %)-
fueron detectados en las primeras 24 horas y 110 (61 %) en

los dos primeros dfas (Tabla 45).

En la Tabla 46, se detallan los microorganismos aisla
dos en frascos aerobios y en frascos anaerobios y podemos -
observar, que los anaerobios facultativos crecen indistin-
tamente en cualquiera de los frascos, y que las bacterias
anaerobias estrictas crecen preferentemente en los frascos
anaerobios (aunque alguna se aisl6 de frascos aerobios); y

por el contrario Pseudomonas aeruginosa y Candida albicans,

s6lo se aislaron de botellas aerobias.

Los subcultivos efectuados el 5?2 dia de frascos que -
habfan sido negativos con el sistema Bactec, fueron todos

negativos, confirmando datos de otros autores (18).

Bactec NR-660, es un sistema a nuestro juicio eficaz

para detectar de forma rdapida el crecimiento bacteriano en
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frascos de hemocultivos. Es posible que se obtenga resulta
dos similares en cuanto a rapidez utilizando técnicas como
tincidn con naranja de acridina o subcultivos rutinarios -
al poco tiempo de la extraccién (63, 105, 123, 167), pero

sin duda con una carga de trabajo mucho mayor para el labo-

ratorio.

Ademés el sistema NR-660 proporciona una automatiza-
cién (gracias a un computador), de los examenes de hemocul
tivos programando el tiempo que los frascos permanecen en
el sistema para ser estudiados; durante el trabajo diario
organiza e indica qué bandejas y en qué orden deben ser -
leidas; después de cada lectura informa inmediatamente de
los resultados; y guarda en memoria los resultados obteni-
dos de forma que estdn disponibles para ser utilizados en

cualquier momento.

Todo esto simplifica el trabajo y es de gran utilidad:
en laboratorios que procesan gran cantidad de hemocultivos

diarios.

MENINGITIS BACTERIANA AGUDA

La meningitis bacteriana aguda es todavia una enfer-
medad de gran importancia, tanto por su elevada incidencia

que se calcula en 5-8 casos por 100000 habitantes,en los -
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paises desarrollados (60), como por su elevada mortalidad,
que aunque disminuyé de forma importante con la introduc -
cibébn en la terapelitica de quimioterdpicos y antibidéticos ,
se mantiene estable durante los Gltimos afios. La mortali -
dad se puede cifrar entre un 7-15 % dependiendo fundamen-
talmente de la etiologfa (3, 60). Efectivamente, el pronés
tico varia ampliamente segln el agente etioldgico, siendo

los bacilos Gram negativos y S. pneumoniae los que produ -

cen mayor mortalidad (60). En ocasiones existen variacio -
nes de tipo geogréfico,hasta para lamisma bacteria, como su

cede con la meningitis por S. pneumoniae cuya mortalidad /

es sensiblemente mds alta en las estadisticas africanas que

en las europeas (14, 25).

Por lo tanto, el diagnbstico microbiolégico es de -/
una extraordinaria importancia. No cabe duda de la utilidad
de los procedimientos microscbépicos y del cultivo.El examen
microscépico del sedimento tefiido del liquido cefalorraqui
deo es una practica necesaria e inexcusable en el diagnds-
tico de las meningitis. Aunque la tincién de Gram ha sido
siempre la técnica de eleccidn para estos casos, en los @1
timos tiempos, se considera por algunos autores superior -
la tinci6én de naranja de acridina (98, 105). Por otra par-
te el cultivo de liquido cefalorraquideo, en caso de ser -
positivo es el que nos va a proporcionar el diagnbéstico de

finitivo. Ademds su interés se ha acrecentado desde que se
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conoce que algunas bacterias como S.pneumoniae y H.influen -

zae presentan resistencia a antibidticos a los que eran re

gularmente sensibles (1, 111, 154).

Sin embargo, con cierta frecuencia hay meningitis -/
bacterianas agudas en las que los exdmenes bacterioldgicos
habituales (Gram y cultivo) no consiguen detectar el agen-
te patdgeno. Esto ocurre en el 9-26 % de todos los casos de

meningitis purulenta (144).

Estanegatividad de los examenes microbiolbgicos que
se pueden deber a variadas causas, hace necesario el uso -
de otras técnicas que puedan ayudar a conseguir el diagnés
tico etiolégico y que por otra parte sean lo més rdapidas -
posibles. De esta forma se aplicaron el diagnbéstico de las
meningitis bacterianas técnicas inmunolbgicas que detectan
antigenos bacterianos y que por otra parte son de una ex-

traordinaria rapidez.

Numerosos autores se han ocupado de comprobar la uti
lidad clinica de la aglutinacidén de latex y coaglutinacidn
en el diagnbstico microbiolbgico de las meningitis (33,51,

73, 88, 175, 194, 199).

Estos autores se ocupan, bien de aglutinacidn de 1§

tex, bien de coaglutinacién o de ambas a la vez, comparén
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dolas en ocasiones entre sf o con otras técnicas (CIE,Gram,
cultivo). Todos ellos estdn de acuerdo en que cualquiera -
de los dos métodos detectan un ndmero importante de antige
nos bacterianos en liquido cefalorraquideo y que por tanto
su uso se puede considerar de gran interés en el diagnésti

co de la meningitis bacteriana.

Nosotros hemos tratado de conocer mejor la sensibili
dad y especificidad de la aglutinacidén de latex, coagluti-

nacibén y ELISA.

Para ello hemos hecho suspensiones en liquido cefalo
rraquideo estéril, previamente comprobado, a una concentra
cién al 0.5 de MacFarland con los siguientes microorganis-

mos: Neisseria meningitidis grupo B, Streptococcus penumo-

niae y Haemophilus influenzae tipo b. De estas suspensio-

nes se hicieron 7 diluciones (Tabla 47) para tener distin-
tas concentraciones de las bacterias. Con todas ellas se /
probaron aglutinaci6én de ldtex (Bactigen de Wampole Labora
tories) y coaglutinacidén (Phadebact CSF Test de Pharmacia

Diagnostica), con el fin de conocer su sensibilidad a es -
tas bacterias. Las dos Gltimos diluciones que resultaron -
positivas y las dos primeras negativas, se repitieron va -
rias veces para ver la reproductividad. Las diluciones de

Neisseria meningitidis se probaron también con una técnica

de ELISA para diagndstico de N. gonorrhoeae, ya que al te-
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ner esta técnica reacciones cruzadas con otras Neisserias,

también las podrfa tener con N. meningitidis.

Todas las diluciones se sembraron también en medios

adecuados para conocer las CFU/ml. de cada una.

Los resultados fueron los siguientes: la aglutinacibn

de ldtex detectd antigenos bacterianos de S. pneumoniae -/

hasta la suspensidén que contenfa 45000 CFU/ml. (una dilu -
cién al 1/10 m&s que coaglutinacidn) (Tabla 47); hasta la

suspensidn que contenia 40000 CFU/ml. de H. influenzae(una

dilucidén 1/8 m&s que coaglutinacién) y N. meningitidis -/

hasta una suspensidn que contenfa 11000 CFU/ml (una dilu -
ciébn 1/30 mé&s que coaglutinacidén). Las pruebas que se repi
tieron dieron el mismo resultado (Tablas 48, 49, 50, 51 y

52).

Coaglutinacién detectd antigenos de S. pneumoniae y

N. meningitidis en suspensiones que contenian como minimo
5

1.5 x 107 CFU/ml. y antigenos de H. influenzae en la sus

pensién que contenia 120000 CFU/ml. También con las suspen
siones que se repitieron se obtuvieron los mismos resulta-

dos (Tablas 47, 48, 49, 50, 51 y 52).

Con el método de ELISA se detectd antigeno de N. me-

ningftidis en la suspensibén que contenia 3000 CFU/ml. (una




- 187 -

dilucién 1/4 mé&s que aglutinacidén de lé&tex). Con las repe-
ticiones se obtuvieron los mismos resultados (Tablas 51 y

52).

En este estudio, aglutinacidén de l&dtex se mostrd més
sensible que coaglutinacidén, detectando antfgenos bacteria
nos a concentraciones méds bajas. Esto estd de acuerdo con
los resultados obtenidos por otros autores que diluyendo /
muestras clinicas de liquido cefalorraquideo con H. influen-
zae y probando estas técnicas en las diluciones, encontra-
ron mayor sensibilidad con latex que con coaglutinacién /

(33).

Por otra parte nuestros resultados esté&n de acuerdo
con otros trabajos de autores que sefialan que coaglutina -
cidén no detecta antigenos a concentraciones menores de 105

CFU/ml.

ELISA es la técnica que se ha mostrado mas sensible -

para detectar N. meningitidis, a pesar de utilizar anticuer

pos frente a N. gonorrhoeae. Ha sido capaz de detectar an-

tigenos en suspensiones con 3000 CFU/ml.

También se realizaron pruebas de especificidad con -
los tres métodos (Tablas 53, 54 y 55). Coaglutinacién y 1&

tex con anticuerpos frente a S. pneumoniae, H. influenzae y
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N. meningitidis se enfrentaron a Streptococcus grupos B y

D, Bordetella bronchisetica, Klebsiella pneumoniae y N. me-

ningftidis. Aunque algunos autores han encontrado alguna -
reaccidédn cruzada (194) ,en nuestros resultados no hemos en-
contrado ningGn falso positivo, lo que confirma la especi-
ficidad encontrada por otros autores (88, 175, 199). No ha
ocurrido lo mismo con la técnica ELISA con anticuerpos -/

frente a N. gonorrhoeae donde ademds de los microorganis -

mos anteriores probamos Neisseria sicca y como era de espe

rar nos encontramos con reacciones cruzadas frente a N.me-

ningitidis y N. sicca, y también encontramos reacciones -/

cruzadas frente a B. bronchiseptica. Sin embargo, como es

realmente muy improbable que B. bronchiseptica u otra Nei-

sseria distinta de N. meningitidis, puedan encontrar en 1fi

quido cefalorraquideo, creemos que esta técnica se puede /

aplicar perfectamente al diagnéstico de N. meningitidis en

meningitis purulenta.

Nos encontramos frente a unas técnicas muy rdpidas,
sensibles y especificas (a excepcibén de ELISA) que junto -
con las técnicas cldasicas pueden suponer una ayuda impor -
tante al diagnbéstico rédpido de las meningitis bacterianas

agudas.
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CONCLUSIONES

Un diagnéstico rdpido en Microbiologia Clinica es
de gran utilidad ya que el conocer el agente etio
16gico en un periodo de tiempo corto, permite em
plear una terapia antibidética adecuada que puede

variar sin duda el pron6stico de la enfermedad. /
Este diagnbstico rédpido en procesos graves que -/
hace peligrar la vida del enfermo y que pueden -

ser producidos por diferentes microorganismos,ad-

quiere una mayor relevancia.

El coste econbmico de algunas técnicas rdpidas /
puede ser elevaao; sin embargo, en ocaciones un
diagnb6stico répido va a influir en acortar el tiem
po de hospitalizaciébn y por lo tanto va a proaucir
un beneficio econbmico que puede compensar el cos
te de los métodos rdpidos. Es preciso por tanto -
evaluar cuidadosamente el coste / beneficio de -

las pruebas.

Como indicadores ae bacteriuria significativa,la
utilizacibn combinada de la reduccibn de nitra -
tos a nitritos y deteccibén de esterasa leucocita
ria realizada con tiras reactivas, es una técni-

ca sencilla y de gran rapidez. Sin embargo,dada,
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su escasa sensibilidad no recomendamos su utili-

zacidbn como técnica anica.

Segin los resultados obtenidos, podria utilizar-
se este procedimiento en laboratorios con gran /
cantidad de muestras como método de seleccidn pa
ra aplicar posteriormente otro tipo de técnicas

de elevado coste.

La tincién de Gram de orina sin centrifugar es /
una técnica sencilla, barata, rédpida y sensible

que se puede considerar como método de eleccién

para la deteccibn rdapida de bacteriuria en deter
minados <casos. Sin embargo, para ser aplicada a
todas las orinas en laboratorios con gran volu -
men de muestras, supone una gran carga de traba-

jo.

Los resultados obtenidos con la tincién de Gram
y la de naranja de acridina, son muy similares -
con una ligera mayor sensibilidad a favor de la
tincién de naranja de acridina y una mayor espe-

cificidad para la tincién de Gram.

Automicrobic System es un sistema automdtico,que

analizando directamente la orina, proporciona el
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recuento de colonias correcto en el 97 % de los

casos y la identificacibén de los microorganismos
que se encuentran en la muestra, en el 92 % en -
un tiempo medio de 7.5 horas. No obstante, en -/
muestras que contienen concentraciones bajas de
microorganismos, los resultados son menos satis-
factorios. Pueden ser de utilidad en laboratorios
con gran nimero de muestras, siempre que se uti-
lice un sistema de seleccibn previo de las orinas

ya que su coste es elevado.

La técnica de identificacién y sensibilidad de -
bacilos Gram negativos, partiendo directamente

de los frascos de hemocultivos, con Automicrobic
System es un sistema técnicamente sencillo que -
nos permite conocer la identificacibén del agente
etiolbégico de las bacteriemias y su sensibilidad
a los antibibéticos en un nGmero importante de ca
sos (72 % y 89 %) y en un periodo de tiempo sen-
siblemente inferior a las técnicas tradicionales

(media de 7 horas).

La tincién de Gram del exudado de petequia es -/
una técnica sencilla, rdpida y poco costosa que
cuando se realiza por personal especializado,con

firma la sospecha de sepsis meningocédcica en un
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elevado namero de casos (71 %),con un bajo por -

centaje de falsos positivos ( 7 %).

Bactec NR 660 es un sistema eficaz para detectar
de forma rédpida el crecimiento bacteriano en -/
frascos de hemocultivos. El bajo nimero de falsos
positivos (8 %) y la automatizacién que proporcio
na, reduce de forma importante el trabajo en labo

ratorios con gran ndmero de muestras.

Coaglutinacién y aglutinacibébn de l&tex son dos -/
técnicas sensibles y especificas para el diagnbs-

tico de meningitis por Neisseria meningitidis, /

Streptococcus pneumoniae y Haemophilus influenzae ,

ya que detectan antigenos en concentraciones infe
riores a las encontradas por término medio en 1l1i-

quidos cefalorraquideos de meningitis sin tratar.

En los estudios de sensibilidad realizados, la /
prueba de latex se ha mostrado sistemdticamente -

superior a la de Coaglutinacién.

La técnica de ELISA (Gonozyme) para la deteccibn

de Neisseria gonorrhoeae, aplicada al diagnbstico

de Neisseria meningitidis en lfquido cefalorraqui

deo ha demostrado ser mds sensible aunque menos -
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especifica que las técnicas de aglutinacibén. Sin

embargo,como es muy improbable que Neisseria gono-

rrhoeae o bacterias que presentan reacciones cru-

zadas como Neisseria sicca o Bordetella bronchi-

septica, pueden encontrarse en liquido cefalorra

quideo, esta técnica se puede aplicar perfecta -
mente al diagnéstico de las meningitis purulen -/

tas en las que se sospecha Neisseria meningitidis.

Las técnicas rapidas no vienen a sustituir a las
técnicas tradicionales sino que colaboran con -/
ellas al diagn6éstico de las enfermedades infec -
ciosas ofreciendo de una forma rédpida datos que
pueden orientar el diagnéstico y tratamiento en

las horas a veces criticas que pasan hasta que -
los resultados de los cultivos y pruebas de sen-

sibilidad estdn disponibles.
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