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Trabajo Practico N° 11
ANAEROBIOS

Objetivos
e Desarrollo de microorganismos con diferentes requerimientos de oxigeno en
medios liquidos y agarizados empleando diferentes atmésferas de incubacion.
e Conocer y discutir ventajas y desventajas de los diferentes métodos para
generar atmoésferas anaerdbicas.

Introduccién

Los anaerobios generalmente poseen un metabolismo de tipo fermentativo en el cual
sustancias organicas son los aceptores finales de electrones. Las formas vegetativas
mueren cuando son expuestas al O, molecular libre en la atmésfera, aunque el grado de
resistencia bajo estas condiciones es variable (AEROTOLERANCIA); los esporos
bacterianos no son afectados por tratarse de formas biolégicas metabdlicamente inertes y
con muy escasa proporcion de agua en su composicion.

Anaerobios son aquellos gérmenes que solo pueden desarrollarse en ausencia de
cantidades significativas de oxigeno (O,) y bajo condiciones de potenciales REDOX (Eh)
muy reducidos, (ver Anexo N° 1).

Los procesos de generacion de energia en bacterias incluyen la respiracion, la fermentacion y
la fotosintesis. La respiracioén es un proceso que puede ser aerébico o anaerobico, siendo en
el primer caso el O, el aceptor final de electrones, y en el segundo caso, un compuesto
inorganico tal como nitrito, sulfato o carbonato. La fermentacion es un proceso menos eficiente
que la respiracion para extraer energia. Cuando los microorganismos oxidan la glucosa se
libera toda la energia disponible en la molécula de glucosa. Los microorganismos que realizan
procesos fermentativos por lo general son anaerobios obligados o anaerobios facultativos.
Entre los microorganismos que presentan respiracion aerobia se encuentran los aerobios
obligados y los anaerobios facultativos (Tabla 11.1). Ademas, algunos de los anaerobios
facultativos pueden emplear nitrato como aceptor final de electrones. Sin embargo, los que
emplean sulfato o carbonato como aceptor de electrones en una respiracion anaerobia son
anaerobios obligados.

El metabolismo de los anaerobios - Oxigeno sensibilidad

Los anaerobios estrictos crecen y se multiplican en ausencia total de oxigeno molecular,
logrando obtener energia y sintetizar todos sus componentes estructurales sin la ayuda del
O,. Todos sabemos que la via anaerdbica posee un menor rendimiento energético y esta
sujeta a potenciales REDOX bajos y sin la presencia de elementos que interfieran el flujo
normal de electrones.

Si bien el O, es potencialmente téxico para cualquier forma de vida, los anaerobios son
intolerantes al mismo aunque en diferentes grados. Existe un espectro que va desde los
extremadamente intolerantes (aerointolerantes) hasta los aerotolerantes moderados los
cuales pueden sobrevivir a la presencia de O, durante breves periodos. Varias son las
causas de la oxigeno toxicidad. En 1° lugar el oxigeno es un poderoso oxidante, es decir, un
avido receptor de electrones, por lo tanto su presencia en solucién es incompatible con
potenciales REDOX bajos. En esta situacion el flujo de electrones se ve interferido por un
receptor extrafio al usual de los gérmenes provocando shunts letales. En segundo lugar el
oxigeno puede interactuar directamente con enzimas o cofactores causando inactivaciones
irreversibles. En tercer lugar, y aparentemente, la causa mas importante de la toxicidad se
atribuye a la produccion de sustancias toxicas derivadas de la reduccion parcial de la
molécula O,. Simplificando, se pueden dar las siguientes reacciones quimicas:

O, + 4 H" + 4e” - H,0 (reduccion completa)
O, + 2 H" + 2" > H,0, (reduccion parcial)
02 +e--> 02_



La formacion de Perdxidos de Hidrégeno (H.O,) puede ser catalizada por varias enzimas y
su letalidad para las bacterias esta fehacientemente comprobada. Por otra parte, el anion
Superoxido (Oy) es altamente toxico por su participacion en la produccién de hidroxilos
libres (HO") agentes letales para los microorganismos. Aquellos anaerobios aerotolerantes
poseen enzimas como catalasas y peroxidasas que descomponen los H,O, en H,O + Oy;
otros poseen Superoxido-dismutasas (SOD) que actuan eliminando los O,; mas aun, las
SOD han sido postuladas como factores de virulencia en los anaerobios ya que estas
enzimas permitirian la sobrevida de las bacterias en tejidos oxigenados hasta que el
consumo de oxigeno creara el ambiente adecuado para la multiplicacion y desarrollo.

No todos los anaerobios poseen relaciones similares con el O,, en realidad, forman un
espectro continuo, desde los microorganismos que son capaces de crecer, aunque apenas,
sobre la superficie de medios solidos expuestos al aire, hasta los incapaces de crecer si la
atmosfera contiene solo 0,03% de O..

Tabla 11.1. Clasificacion de las bacterias de acuerdo a sus requerimientos de O,

ANAEROBIOS OBLIGADOS Crecen solo en condiciones de alta densidad reductora.
(Anoxibionticos) Incapaces de utilizar O,, el cual les resulta toxico.
ANAEROBIOS

AEROTOLERANTES No mueren por exposicién al O..

Son capaces de crecer tanto en condiciones aerébicas

ANAEROBIOS FACULTATIVOS o . :
como anaerdbicas. Ej.: Enterobacteriaceae.

AEROBIOS OBLIGADOS Requieren O, para su crecimiento. Ej.: Pseudomonas

spp.

Crecen mejor con bajas tensiones de O, y son
MICROAEROFILO inhibidos por altas tensiones de O, Ej.:

Streptococcaceae.

Requieren una tensiéon de CO, aumentada antes que
CAPNOICO una tensiébn de O, disminuida. Ej.: Brucella,

Campylobacter.

Crecen mejor en ausencia que en presencia de O,. Ej.

AEROTOLERANTES Clostridium histolyticum.

En los anaerobios obligados y en los aerotolerantes el metabolismo es estrictamente
fermentativo. Sin embargo, los anaerobios facultativos emplean un modo respiratorio de
metabolismo cuando disponen de O,, pero en su ausencia se produce fermentacion. El
requerimiento de una tension de O, reducida, en los microaerdfilos es indicador de la
presencia de enzimas que son inactivadas bajo condiciones fuertemente oxidantes.

Genética de interés en los anaerobios - Elementos extra cromosémicos: Plasmidos.
Los Plasmidos estan ampliamente difundidos entre los anaerobios, especialmente a nivel de
especies de Clostridium y Bacteroides. Un muy buen porcentaje de estos elementos no han
demostrado funciones especificas. Entre los Plasmidos funcionalmente conocidos
encontramos:

a. Plasmidos que codifican la produccién de Bacteriocinas. Similares a las Colicinas, estas
sustancias las poseen especies de Clostridium y Bacteroides.

b. Plasmidos toxigénicos. Ampliamente distribuidos entre las especies de Clostridium
productoras de exotoxinas (toxigénicas). La correlacion fehaciente entre plasmido vy
produccién de toxina no se ha podido establecer en muchos casos. El caso con mas
evidencias de la relacion plasmido-toxina es para Clostridium tetanii, donde puede afirmarse
que la produccién genética de toxina tetanica esta codificada por un Plasmido.

c. Plasmidos que codifican la resistencia a los ATB. Existen evidencias de que entre
diferentes especies de Clostridium, Bacteroides y cocos anaerobios existen plasmidos de
diferente tamano que codifican la resistencia a Macrélidos, Clindamicina, Eritromicina,
Tetraciclinas y Cloramfenicol.




Sistemas de incubacién en anaerobiosis

Su eleccion viene determinada por el costo, numero de cultivos y limitaciones de espacio.
Los procedimientos basicos usados para gérmenes anaerobios difieren de los usados para
aerobios o0 anaerobios facultativos, principalmente en que la incubacién se hace en ausencia
de aire.

Los cultivos incluyen el uso de Jarras anaerdbicas, bolsas plasticas, método PRAS (medios
liquidos prerreducidos antes de esterilizar) y la Camara de anaerobiosis o "camara de
guantes". Los dos ultimos métodos son muy caros, requieren equipamiento complejo, son
lentos y se usan para estudios de Flora Normal (ver Anexo N° 1) y en laboratorios altamente
especializados.

Desde el punto de vista practico las Jarras pequefias y los sobres o bolsas son equiparables
en rendimiento a los mas sofisticados y son aceptables para los estudios de anaerobios de
interés.

Medios liquidos

1. Hemocultivos. Se emplean para el cultivo de sangre en la investigacion de
microorganismos de importancia clinica. Contienen (SPS) sodium polyanetol sulfonate que
estimula el desarrollo de los anaerobios. Se trata de frascos de 100 ml, al vacio, con el
agregado de CO,, una base nutritiva (digerido triptico de soja o peptonas) y un agente
reductor (thiol o thioglicolato). El porcentaje de sangre a inocular es del 5 al 10% v/v. Los
frascos se examinan diariamente buscando turbidez, hemdlisis o gas; se consideran
negativos definitivamente a los 10 dias de incubacion, previo a un subcultivo final.

2.  Se pueden utilizar otros medios de cultivo liquidos, tales como caldo tioglicolato, caldo
de arvejas, caldo sangre para anaerobiosis, caldo ICC, suplementado con extracto de
levaduras, caldo thiol, caldo carne suplementado, etc. Previo a su inoculacion debe
extraerse el O, de los medios de cultivo estériles, lo cual se realiza por calentamiento. Como
el O, es menos soluble en agua caliente que en fria, es suficiente colocar a los tubos
conteniendo medio de cultivo en un bafio de agua hirviente durante 15 a 20 minutos, y luego
introducirlos en agua fria rapidamente sin agitar. De esta manera se elimina el O, de los
medios de cultivo. Después de sembrados los tubos se cubren con una capa de vaselina o
parafina estériles (liquidas) para protegerse de la accion del O, del aire.

Jarras de Anaerobiosis

Existen varias marcas comerciales de jarras con performance aceptable para generar
atmosfera de anaerobiosis. El sistema mas utilizado es el GasPak (Figura 11.1). Es el mejor
método para el cultivo de bacterias anaerobias, permite utilizar medios liquidos o
solidificables en profundidad o superficie en tubos o en cajas de Petri.

El fundamento del sistema GasPak se basa en:

1. La generacion de H, y CO, por medio de una reaccién quimica, cuyos sustratos se
encuentran separados en un sobre al cual se le agrega agua, desencadenando la reaccion.
2. La combinacion del H, y el O del aire para formar agua generan la anaerobiosis. El sobre
GasPak contiene, como generador de hidrégeno, tabletas de borohidruro de sodio, que al
reaccionar lentamente con el agua desprende H, en cantidad necesaria para producir
anaerobiosis.

BHsNa + 2 H,0O.....cevee BOsNa + 4 H,

Como fuente de anhidrido carbdnico se utilizan tabletas de acido citrico o bicarbonato de Na.
Esta reaccion se cataliza utilizando granallas de Zinc recubiertas de Paladio las cuales se
encuentran depositadas en una canastilla dentro de la jarra. Una tirilla de papel impregnada
en Azul de metileno (azul en presencia de O,, incoloro en ausencia) introducida en la Jarra
es el indicador de Anaerobiosis.

Metodologia
1. Colocar los cultivos en la jarra conjuntamente con un sobre de GasPak.
2. Cortar la esquina sobre GasPak y adicionar 10 ml de agua.
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3. Colocar la tapa y agarradera y apretar el tornillo.

El hidrogeno producido reacciona con el oxigeno en presencia del catalizador, produciendo
anaerobiosis. También desprende la cantidad suficiente de CO,. Durante la incubacion, la
reaccion entre el O, y el H, se pone de manifiesto por la condensacion de agua que empafia
ligeramente la superficie interna de la jarra, y por el calentamiento de la tapa sobre el
catalizador.

El indicador a las pocas horas se torna incoloro.

Abrazadera aiTapa

hermética

Granallas de paladio
topara catalizar la reaccién
reremoviendo el O

Sobre conteniendo
sustancias quimicas

para liberar COz e H: ___yAzul de metileno

(a(indicador de
Manaerobiosis)

Placas de
Petri

Figura 11.1. Sistema anaerdbico GasPak.

Sobres de Anaerobiosis

El sistema BioBag consiste en una bolsa plastica transparente, impermeable a gases, una
ampolla de indicador de anaerobiosis (resarzurina) y una ampolla generadora de
anaerobiosis. Una o 2 placas de Petri pueden introducirse antes de sellar la bolsa mediante
un sellador plastico por calor. Luego se rompen las ampollas de indicador y generador. Los
geérmenes crecen y se mantienen viables por lo menos una semana. Este sistema tiene las
ventajas de su economia y practicidad.

Los medios comerciales para anaerobios evitan al laboratorio la tarea de preparar medios
especiales.

Recoleccién de las muestras

La toma de muestra idealmente debe realizarse en el laboratorio, evitandose al maximo el
contacto con el O, de los gérmenes supuestamente presentes en el material, lo que implica
el rapido procesamiento del mismo. El tener que transportar la muestra es un factor
fundamental que afecta el éxito final de los cultivos para anaerobios. Las bacterias deben
ser protegidas de los efectos letales del O, desde el momento de la obtencion de la muestra
hasta que es colocada en un medio ideal para anaerobios. Deben procesarse dentro de las
2 horas de obtenidas.

Los métodos para la toma de muestras y transporte mas utilizados son:

A) Aguja y jeringa: una vez tomada la muestra se introduce la punta de la jeringa en un
tapén de goma estéril. Este es un método muy econémico y muy usado para la clinica.

B) Hisopado: no muy recomendado. Este se prepara en un tubo anaerdbico y luego se
introducira (ya con la muestra) en un medio de transporte anaerdbico: Cary Blair (PRAS),
otros. Hay excesiva exposicion de los gérmenes al O,.

Procesamiento de las muestras
A) Examen macroscopico: anotar caracteristicas macroscépicas y caracteres organolépticos
de las muestras examinadas.



B) Examen microscopico: preparar un extendido para realizar coloracién de Gram y la
observacién microscopica en objetivo de inmersion (la coloracion irregular y pleomorfismo
resultan muy comunes).

C) Cultivo: el metabolismo anaerobio es mucho menos eficiente que el aerobio para obtener
energia, por lo tanto los medios de cultivo tienden a ser mucho mas ricos que los de uso
comun para aerobios y facultativos. Ademas, se requiere una incubacién mas prolongada
usandose 2 a 10 dias para su aislamiento. Por lo general, los medios de cultivo para
anaerobios requieren la incorporacion de sustancias reductoras como el clorhidrato de
cisteina vy tioglicolato de sodio (ver guia de Trabajos Practicos N° 6). Pueden emplearse
medios liquidos y sélidos.

1) Medios Liquidos: el uso de medios liquidos como unica técnica de cultivo para anaerobios
no resulta muy satisfactoria, excepto en el caso de los hemocultivos.

Una de las desventajas mas importantes es que no es factible la determinacién cuantitativa.
Estos solo se utilizan como auxiliares de otros medios, por ejemplo el medio caldo de
arvejas para reactivacion de esporas, utilizando vaselina para conservar atmodsfera de
anaerobiosis.

2) Medios Sdélidos: pueden utilizarse:

- Agar sangre para anaerobios: el agar base puede ser agar Brucella o Agar ICC
complementado con hemina y extracto de levadura. Se agrega sangre animal normal (5%),
vitamina K1 (10 mg/l), extracto de levadura (0,5%) y cisteina (0,05%).

- Agar Brucella o agar ICC, adicionado con un aminoglucosido para inhibir el desarrollo de
microorganismos facultativos.

- No son convenientes placas de agar T.S.A., I.C.C. sin suplementos.

- Se puede utilizar también agar Mc Conkey, Agar Base Columbia (con colistina, ac.
nalidixico), agar sangre alcohol feniletilico anaerobio, etc.

Es importante recordar que deben ser medios de reciente preparacion, hervidos en
el momento de usar.




Desarrollo Practico N° 11

Consignas
1. Siembra en medio liquido para determinar el tipo respiratorio.
2. Siembra en medio soélido: siembra en profundidad y en superficie.

Materiales necesarios
* Asade siembra
* Mecheros
* Medios de cultivo (segun la técnica utilizada)
* Vaselina estéril
* Jarra de anaerobiosis

* Suspensién de microorganismos: Clostridium, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa.

Actividades

a) Siembra en profundidad

En tubo con medio liquido: se utiliza medio fluido de tioglicolato, que debe ser hervido en un
bano Maria durante 15 o 20 minutos, antes de ser inoculado, para eliminar el oxigeno
disuelto. Sembrar el medio, una vez atemperado a 45 - 50°C. Con el asa de siembra o con
una pipeta Pasteur estéril con el extremo cerrado, se realiza un movimiento en espiral de
arriba a abajo y de abajo a arriba, para distribuir la muestra homogéneamente, sin agitar el
tubo durante la siembra para evitar la entrada de aire. Agregar una capa de parafina estéril
para impedir la difusion del O, al medio. Incubar en estufa durante 24 - 48 horas a 35 —
37°C.

En placa con medio sélido: transferir 1 ml del in6culo a una placa de Petri estéril vacia y
afiadir el medio de cultivo fundido y atemperado a 45 - 50°C, homogeneizando mediante
giros repetidos de la placa hasta que el indculo se haya distribuido uniformemente. Una vez
solidificado el agar, afadir una segunda capa de medio de cultivo.

b) Siembra en superficie

Estria multiple: la siembra por estria en superficie también puede hacerse con
microorganismos anaerobios, pero, en este caso, las placas no se llevan a incubar
directamente, sino que se introducen en una jarra especial en la que exista un ambiente libre
de oxigeno, denominada jarra de anaerobiosis. Incubar las placas dentro de la jarra de
anaerobiosis durante 48 horas a la temperatura mas adecuada.

Resultados

a) En medio liquido (tioglicolato): los microorganismos pueden crecer en la parte superior del
medio si son aerobios estrictos, en la zona inferior del medio si son anaerobios estrictos y a
lo largo de todo el medio, en el caso de anaerobios aerotolerantes. Los anaerobios
facultativos creceran también por todo el tubo, aunque preferentemente en superficie. Por
ultimo, si se trata de microorganismos microaerofilos, aparecera crecimiento en una
pequefia zona intermedia, préxima a la superficie (Figura 11.2).

b) Estria multiple en superficie observar el crecimiento, teniendo en cuenta que la placa ha
sido incubada en ambiente de anaerobiosis. En las zonas donde se hayan obtenido colonias
aisladas estudiar su morfologia.
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Figura 11.2. Relacién de las bacterias con el oxigeno.
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Trabajo Practico N° 12
ANTIMICROBIANOS I. SENSIBILIDAD BACTERIANA

Objetivos
e Conocer diferentes métodos para evaluar “in vitro” la sensibilidad bacteriana
frente a antimicrobianos.
e Evaluar la sensibilidad o resistencia a diversos antimicrobianos de bacterias de
crecimiento rapido empleando el método de difusion estandar (Kirby Bauer).
e Lectura e interpretacion de los halos de sensibilidad, estableciendo categorias
de sensible, intermedio y resistente de acuerdo a los puntos de corte
establecidos por la NCCLS.

Introduccién

La busqueda de medicamentos efectivos para el tratamiento de los procesos infecciosos
data de mucho tiempo atras. Se estudiaron numerosas sustancias hasta el descubrimiento
de los antibiéticos. La aparicién de los primeros agentes con toxicidad selectiva contra las
bacterias, sin provocar dafios en el huésped, revolucioné el tratamiento de las infecciones.

Agentes antimicrobianos: sustancias quimicas sintetizadas total o parcialmente en el
laboratorio que son capaces de matar y/o inhibir el crecimiento de microorganismos.
Antibiéticos: sustancias quimicas sintetizadas por microorganismos que poseen accién
antimicrobiana.

Tres grupos de microorganismos son los responsables de la produccién de la mayoria de los
antibioticos usados en medicina:

1) Hongos (especialmente Penicillium) que producen antibiéticos como la penicilina y la
griseofulvina.

2) Bacterias (del género Bacillus) de las que se obtienen antibiéticos como la bacitracina y
la polimixina.

3) Actinomycetos (del género Estreptomyces) que fabrican antibiéticos como la
estreptomicina, cloranfenicol, tetraciclina y eritromicina.

Los antimicrobianos forman un grupo heterogéneo de sustancias que interfieren en
determinadas reacciones metabdlicas de los microorganismos, ocasionando detencion de la
multiplicacién o muerte de los mismos.

En realidad, solo los antimicrobianos del grupo de las penicilinas actuan exclusivamente
contra las bacterias, mientras que los demas antimicrobianos interfieren sobre los procesos
metabdlicos tanto del huésped como de las bacterias. La razon por la cual las bacterias son
las preferentemente afectadas reside en el hecho de que los procesos metabdlicos
microbianos son mas rapidos que los observados en las células del huésped.

A nivel celular, la accion de los antimicrobianos sobre las bacterias se ejerce por uno de los
cinco mecanismos siguientes:

1) Inhibicion de la sintesis de la pared celular. Ejemplo: Penicilinas, Cefalosporina, Cicloserina.
2) Alteracion de la permeabilidad de la membrana celular. Ejemplo: Polimixina, Imidazoles.
3) Inhibicion de la sintesis de DNA. Ejemplo: Quinolonas, Acido Nalidixico y Ciprofloxacina.
4) Inhibicién de la sintesis proteica bacteriana (ribosomas). Ejemplo: Aminoglucésidos,
Cloranfenicol, Tetraciclinas.

5) Bloqueo de la sintesis de ciertos metabolitos esenciales para la célula bacteriana
(PABA, acido paraaminobenzoico). Ejemplo: Sulfonamidas, Trimetoprim, Isoniazidas.

Pruebas de sensibilidad a los antimicrobianos

Evaluan la capacidad de un farmaco antibacteriano para inhibir in vitro el desarrollo
bacteriano. Esta capacidad puede determinarse por el:

- Método de dilucién.

- Meétodo de difusion.

Cada método tiene sus ventajas y limitaciones.
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Método de dilucién: es uno de los primeros que se llevd a cabo y aun hoy sirve como
método de referencia porque permite la determinacion cuantitativa de la sensibilidad al
antibiotico, pero es laborioso y costoso, por lo tanto se limita su uso a casos especiales.
Para llevarlo a cabo se debe agregar las diluciones de un antibiético a un caldo
(metodologia de dilucion en caldo) o un medio de agar (metodologia de dilucién en agar) en
el que luego se siembra el microorganismo problema. La concentracién mas baja que impide
el crecimiento bacteriano después de 16 a 18 horas de incubacion se considera la
“concentracion inhibitoria minima” o CIM del farmaco.

Método de difusion: es mas accesible y de uso comun en los laboratorios de diagnéstico
clinico.

Debemos recordar que cualquier prueba de sensibilidad in vitro, sélo da una idea
aproximada de la accion inhibitoria contra los microorganismos, ya que la verdadera
respuesta microbiana a los antibidticos es la respuesta clinica del paciente luego de
administrada la dosis adecuada del antibidtico.

Indicaciones para la realizacion de pruebas de sensibilidad

Cualquier prueba de sensibilidad se indica para todo microorganismo causante de un
proceso infeccioso cuando su sensibilidad no se pueda predecir a partir de su identificaciéon
y que pertenezca a una especie capaz de exhibir resistencia a los antibidticos de uso clinico.
Para los microorganismos que posean sensibilidad antibiética predecible se recomienda la
aplicacion de la terapia empirica adecuada. Rara vez se realizan pruebas de sensibilidad
para microorganismos sensibles a una droga altamente eficaz, por ejemplo Streptococcus
pyogenes, Neisseria meningitidis que han mantenido invariable su sensibilidad a la penicilina
(Tabla 12.1). En el caso que el paciente sea alérgico a la penicilina, puede probarse la
sensibilidad frente a eritromicina y otros macrélidos.

Tabla 12.1. Perfiles de resistencia natural a algunas especies bacterianas.

Especie bacteriana Resistencia natural a:
Citrobacter freundii, Hafnia alves, Enterobacter spp. | CTN, CXT

Enterobacer cloacae AMP, CTN, CXT
Edwarsiela tarda COL

Klebsiella spp AMP, CAR

Morganella morganii AMP, CTN, COL

Proteus mirabilli COL, NIT, TET

Proteus vulgaris AMP, AMC, CTN, COL, NIT
Serratia spp CTN, COL CXM

Yersinia enterocolitica AMP, CAR

Flavobacterium spp. CTN, COL, TOB, AKN
Pseudomona aeruginosa CTN, CXT, CMA, CXM, TMS, CTX
Streptococcus heumoniae GEN

Referencias. AMP: ampicilina, CTN: cefalotina, COL: colistin, CXT: cefoxitina, CAR: carbenicilina, NIT:
nitrofurantina, TET: tetraciclina, AMC amoxicilina clavulanico, CMP: cloranfenicol, CXM cefuroxima, GEN:
gentamicina, TOB: tobramicina, TMS: trimetoprima/sulfametoxasol, CTX: cefotaxima. CMA: cefamandol.

No se debe realizar la prueba de sensibilidad porque el resultado puede llevar a mal

tratamiento cuando:

- Se tiene mezcla de microorganismos.

- Se aisla flora habitual.

- La naturaleza de la infeccidn no es clara.

- El microorganismo no tiene relacion con el proceso a ser tratado.

- Sobre el material clinico sin procesar (excepto para emergencias clinicas donde la
coloracién de Gram sugiera la presencia de un solo patdégeno. Se debe repetir utilizando la
metodologia estandarizada).
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Pruebas de sensibilidad por difusion en agar

El método de difusion conocido como “Método de la OMS” no difiere sustancialmente del
conocido “Kirby-Bauer” recomendado por la NCCLS (Comité Americano de Estandarizacion
de Laboratorios Clinicos). Este es el método descrito de manera mas completa para el cual
se han desarrollado tablas de interpretacion que estan respaldadas por datos clinicos y de
laboratorio.

El principio del método involucra el uso de una cantidad constante de antimicrobianos en un
reservorio (discos de papel) aplicados sobre la superficie del agar en el cual se ha cultivado
el microorganismo en cuestion. Se formara asi por difusion un gradiente de concentracion
del antimicrobiano (Figura 12.1) y la sensibilidad del microorganismo estara indicada por el
tamarfo de la zona de inhibicion del crecimiento (halo) alrededor del reservorio (Figura 12.2).
El diametro obtenido dependera no solo de la sensibilidad del microorganismo y la carga del
disco, sino también del espesor de la capa del agar, su pH y composicion, de la capacidad
de difusidon de la droga en ese medio, de la temperatura, de la velocidad de duplicacion
bacteriana y del tamano y fase de crecimiento del inéculo.

Figura 12.1 |lustracién del principio de difusién del anti- Figura 12.2 Fotografia de una plqca de a'ntlblogran;a, Ien
biético en agar. La concentracion de antibidtico dismi- la cual se han colocagiq‘tres (I!sgos, cada uno (le (i)_s
nuye a medida que aumenta la distancia al disco. cuales contiene un antibiético distinto. Obsérvese la di-

ferencia en el tamano de las zonas de inhibicién.

- ¢ A qué microorganismos realizar las pruebas de sensibilidad?

El método de difusién descrito ha sido estandarizado para patégenos de rapido desarrollo,
donde incluyen Staphylococcus spp., Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus spp.,
Enterobacteriaceae, y ha sido modificado para probar algunos microorganismos
nutricionalmente exigentes como Haemophilus spp., Neisseria gonorrhoeae.

Esta técnica no se ha desarrollado para organismos que requieren medios o atmésferas de
incubacion diferentes.

- ¢ Qué antimicrobianos usar?

Todos los antibidticos deberan usarse por su nombre genérico.

Para la realizacién de una adecuada prueba de sensibilidad, el numero de agentes probados
debe ser limitado. En general, debera incluir sélo un representante de cada grupo de drogas
relacionadas con actividad casi idéntica y para las cuales la interpretaciéon podria ser la
misma. Existen listas de antimicrobianos sugeridas para pruebas diarias, que se basan en
factores microbioldgicos, clinicos y farmacolégicos.

Ciertas drogas se usan solo para infecciones urinarias, por lo tanto no deben probarse ni
informarse en gérmenes aislados de otros materiales. Por ejemplo: Nitrofurantoina

Estandarizacion del método

Para que los resultados sean confiables los procedimientos deberan ser controlados y
estandarizados. Se deben estandarizar:
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1- Los discos con antibidticos: espesor y diametro. Concentracion del antimicrobiano.

2- El medio de cultivo: Agar Mueller Hinton (altura del medio).

3- El inéculo: cultivo joven, densidad de microorganismos (1x10® UFC/ml), preparacion reciente.
4- La colocacion de los discos: tiempo de colocacion luego de la siembra, distancia entre
discos y numero por placa.

5- Temperatura y tiempo de incubacion: 35 a 37°C durante 18 a 24 horas.

Técnica de Kirby - Bauer

Preparaciéon de las placas con el medio de cultivo: debe utilizarse agar Mueller Hinton
(no otro) controlando que el pH esté entre 7,2y 7 4.

El agar Mueller Hinton es el mas indicado porque:

-Presenta buena reproducibilidad de resultados de lote a lote.

-Es pobre en contenido de timina o timidina (compiten con sulfonamidas, trimetroprimas y
tetraciclinas), lo que daria falsas resistencias.

-Es adecuado para el desarrollo de la mayoria de las bacterias patégenas.

-Existen suficientes datos que avalan la experiencia de las pruebas de sensibilidad
realizadas en este medio.

Volumen: se vierten 25 a 30 ml de agar fundido en placas estériles de 100 mm de diametro,
para obtener una altura de 4 mm. Esto es importante para evitar halos excesivamente
reducidos o ampliados.

Secado: no debe haber gotas de condensacion en el agar ni en la tapa. Para eliminar la
humedad se colocan las placas de 15 a 30 min. en estufa de cultivo a 37°C.

Conservacion: las placas asi preparadas y envueltas pueden conservarse entre 4 y 8°C de 4
a 7 dias.

Preparacion del inéculo: se toman 4 o 5 colonias bien aisladas y de igual morfologia de la
placa de cultivo de 18 a 24 horas de incubacién, con un ansa y se introducen en 5 ml de
caldo tripteina Soya. Si la turbidez obtenida es la adecuada, no es necesario una incubacion
posterior, caso contrario, se incuba a 37°C hasta lograr la turbidez del testigo, la que termina
de ajustarse agregando solucion fisioldgica si es necesario.

El testigo a usar corresponde al 0,5 de la escala de Mc Farland, que se logra con la
siguiente formula: 0,5 ml Cl,Ba 0,048 M (1,175% P/ V Cl,Ba 2 H,0) + 99,5 ml SO4H, 0,36 N
(1% VIV).

El indculo también puede ser preparado de igual manera empleando solucion fisiolégica. La
suspension debe ser ajustada inmediatamente a la escala de Mc Farland, sin incubacion
previa.

Siembra de las placas: se sumerge un hisopo de algodén estéril en el inéculo, oprimiendo
el algodén contra las paredes internas del tubo para descartar el exceso de liquido. Se
aplica el hisopo sobre la superficie de las placas estriando uniformemente y rotando la placa
cada 60°. Es importante la aplicacion homogénea del indculo en la superficie del agar dado
que una aplicacion deficiente conducira a la obtencién de halos de inhibicidon con bordes
poco nitidos y mediciones poco precisas (Figura 12.3). Se seca unos 5 minutos antes de
aplicar los discos.

Los discos deben reunir las siguientes condiciones:

- Un diametro de 6 mm.

- No vencidos.

- Debidamente refrigerados y protegidos de exceso de humedad durante su
almacenamiento.

Los discos de penicilinas y cefalosporinas deben conservarse a -20°C para conservar su
potencia, excepto la cantidad necesaria para el trabajo semanal que puede estar a 4°C.
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Figura 12.3 Fotografia de una pla-
ca de antibiograma deficientemen-
te inoculada que muestra un desa-
rrollo irregular. Los bordes de las
zonas de inhibicién no son nitidos,
impidiendo mediciones exactas.

Colocacién de los discos: esperar entre 3 a 5 minutos y no mas de 15 minutos antes de
aplicar los discos, para que el exceso de humedad superficial sea absorbido.

Colocar los discos con una pinza estéril cuidando que tengan un buen contacto con la
superficie del agar haciendo una ligera presion. Debe respetarse la distancia entre los discos
para evitar superposicion de zonas. No deben situarse a menos de 15 mm del borde de la
placa y a una distancia no menor a 24 mm desde un centro al otro (Figura 12.4).

En placas de 100 mm de didmetro no deben colocarse mas de 6 discos. Si se excede su
nuamero, puede que ocurra superposicion de halos, lo que se dificulta la lectura y pueden
darse fenémenos de sinergismo o antagonismo.

Figura 12.4 Fotograffa de una pla-
ca de antibiograma deficientemen-
te preparada que muestra una obje-
table superposicion de las zonas de
inhibicién de discos adyacentes.

Incubacién de las placas: incubar las placas invertidas, en grupos no superiores a 5
placas, a
35°C en atmdsfera aerdbica antes de que transcurran 15 minutos durante 16 a 18 horas.

Medicion de las zonas de inhibiciéon: con una regla o calibre, se mide el diametro de los
halos incluyendo el disco de 6 mm.

Cuando se leen los resultados en cepas que crecen con desarrollo invasor (Proteus mirabilis
o Proteus vulgaris), se debe ignorar el ligero velo y medir el halo a partir de donde se
detiene el desarrollo confluente (Figura 12.5). Algunos antibidticos inhiben el desarrollo
invasor y otros no.

Cuando aparecen colonias aisladas dentro del halo de varios antibidticos con distinto
mecanismo de accién, por ejemplo: cloranfenicol, fosfomicina y gentamicina, corresponde a
cultivos impuros por fallas en el aislamiento (Figura 12.6). En tal caso se debe efectuar
antibiogramas por separado a cada especie.

Cuando las colonias aparecen en un solo antibiético o en antibiéticos muy relacionados
(Penicilina y Ampicilina), se debe a bacterias previamente resistentes en la poblacion usada
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como indculo. Es prudente informar como resistente y sugerir la determinacion de una CIM o
una concentracién bactericida minima (CBM) en caso que se desee administrar el antibidtico
en cuestion.

Figura 12.5. Fotografia de una placa de antibiograma Figura 12.6. Fotografia de una placa de antibiograma

para una especie de Proteus. Obsérvese la invasion del que contiene dos organismos en cultivo mixto. Los
organismo en la zona de inhibicién, en los bordes organismos que desarrollan dentro de la zona de
periféricos. Al medir el diametro de la zona de inhibicion inhibicion son “resistentes” aunque la segunda especie
se debe tener en cuenta el borde mas externo de la puede ser “sensible”. Esta prueba se debe repetir.
misma

Interpretacion de los resultados: para cada antibiético ensayado puede concluirse que el
germen es Sensible, de Sensibilidad intermedia, o Resistente, cotejando nuestras
lecturas con las tablas (ver Anexo N° 2).

Control: conviene realizar controles con cepas para las cuales los halos de inhibicion son
conocidos. Asi se evalua la calidad de los discos, medios y metodologia usada.

Estas cepas pueden ser: Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 y Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, entre otras.

El contenido de timina del medio de Agar Mueller Hinton debe controlarse con discos de
Trimetroprima Sulfametoxazol frente a Enterococcus faecalis ATCC 29212.

Modificaciones de la técnica de Kirby Bauer

Los métodos de rutina descriptos para los microorganismos de crecimiento rapido no son
aceptables generalmente para la mayoria de los microorganismos fastidiosos, siendo
necesario modificar la técnica. La técnica de difusion por discos modificada es utilizada para
microorganismos  fastidiosos: Haemophilus influenzae, Neisseria  gonorrhoeae,
Streptococcus pneumoniae y estreptococcus B hemoliticos y del grupo viridans. Otras
bacterias fastidiosas deberan ensayarse por el método de la dilucion.

Haemophilus influenzae, se utiliza el medio Haemophilus Test Medium (HTM) que contiene:
Agar Mueller Hinton, 15 pg/ml de B-NAD, 15 ug/ml de hematina bovina y 5 pg/ml de extracto
de levadura. Ajustar a pH 7,2 — 7,4. Atmdésfera de incubacion con 5% CO..

Para Neisseria gonorrhoeae, Streptococcus pneumoniae y estreptococcus 3 hemoliticos y del
grupo viridans, se realiza el ensayo en una placa de Agar Sangre incubando en microaerdfilia.
Micobacterias, el agar de eleccion es Lowestein Jensen o agar 7H11, hay otros.
Recordemos que el tiempo de incubacién es prolongado.

Para anaerobios se realizan antibiogramas por métodos de elusién de antibidticos en caldo.
También suelen realizarse en placas empleando otras técnicas.
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Diagrama de flujo del procedimiento general para la prueba de sensibilidad
a los antimicrobianos por difusion en disco

Confirme identificacion de los aislamientos
Prepare un subcultivo en agar no selectivo

Preparacion del inéculo

Método opcional de crecimiento Preparacion tipica de la suspensién
Inocule caldo Mueller-Hinton con algunas Prepare suspensioén de la bacteria a probar
colonias bien aisladas, incube a 35°C en salina estéril o caldo no selectivo

hasta que se vuelva turbio

. . 0,5 Mc Suspension
Ajuste de turbidez Farland de prueba
N N
1 K

Compare la suspension con el
estandar 0,5 de Mc Farland y - -
ajuste turbidez segun sea ==
necesario con solucion salina
estéril o cultivo puro hasta lograr la
densidad apropiada

v
Realice control Inocule placa de agar Mueller
de calidad Hinton con hisopo para
apropiado del crecimiento confluente.
medio Deje secar 5 minutos
Realice control _
de calidad Coloque los discos sobre la (e
apropiado de los | «— | placa con pinzas estériles. No
discos de mueva los discos una vez que
antimicrobianos hayan tocado el agar
Incubar

Lea primero las Mida apropiadamente los
zonas de inhibicion’ <—s diametros de la zona con una
de la cepa de regla. Interprete segun
control de calidad. estandares del NCCLS.
Si estan dentro de Registre e informe los resultados
los limites, lea las

cepas de prueba

(Adaptado del Manual de laboratorio para la identificacién y prueba de susceptibilidad a los antimicrobianos de patégenos
bacterianos de importancia para la salud publica en el mundo en desarrollo — WHO/CDC/CSR/RMD/2003.6)
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Desarrollo Practico N° 12
Consignas
1. Realizar la prueba de sensibilidad o antibiograma para gérmenes de desarrollo
rapido empleando la técnica de Kirby Bauer.
2. Lectura e interpretacién de los resultados de acuerdo a las tablas del anexo.

Materiales necesarios
* Mecheros
* Asaojal
* Tubos con solucion fisiolégica estéril
* Placas estériles
* Hisopos estériles
* Medio de cultivo agar Mieller Hinton
* Pinzas metalicas
* Reglas
* Discos con antimicrobianos
* Microorganismos de ensayo
* Patrdn de turbidez (sn BaClp)

Actividades
1. Fundir el medio, enfriar a 50°C y distribuir en placas de Petri hasta una altura de 4
mm (25 a 30 ml para placas de 9 cm).
2. Dejar solidificar y secar en la estufa de cultivo a 35°C (si hay exceso de humedad en
la superficie del agar), colocando las placas abiertas invertidas de 10 a 30 minutos.
3. Preparar una suspensién del microorganismo en estudio, en caldo o SF estéril con
una turbidez comparable al estandar (0,5 de Mac Farland).
4. Dentro de los 15 minutos de ajustada la turbidez, sumergir el hisopo estéril en la
suspension, rotar el hisopo contra la pared del tubo para remover el exceso de indculo.
5. Sembrar en superficie diseminando el inéculo (con el hisopo) sobre el agar MH.
Repetir este procedimiento rotando 60° la placa cada vez, para asegurar una
distribucion uniforme.
6. Esperar entre 3 y 5 min. y colocar los discos.
7. Incubar a 35°C durante 16 a 18 horas.
Es conveniente realizar también este procedimiento con una cepa patréon para controlar los
discos.

Resultados

Verificar la sensibilidad de los microorganismos frente a los distintos antibiéticos, midiendo
con una regla el didametro de la zona de inhibicién completa incluyendo el diametro del disco
y comparando con la tabla estandar (Anexo N° 2). De acuerdo a los resultados obtenidos se
realizara el informe.
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Trabajo Practico N° 13
ANTIMICROBIANOS II. RESISTENCIA BACTERIANA.
DETECCION DE B-LACTAMASAS

Objetivos
e Conocer diferentes métodos para deteccibn de mecanismos de resistencia
bacteriana a antibiéticos B-lactdmicos “in vitro”.
e Identificar fenotipicamente B-lactamasas producidas por bacilos gram negativos
empleando los métodos de Jarlier y Sanders.
e Lectura e interpretacion de los resultados.

Introduccién

El descubrimiento y mejora de los antibidticos, como asi también la sintesis de
quimioterapicos artificiales, han supuesto en este siglo una auténtica revolucion médica en
el tratamiento de las enfermedades infecciosas. Sin embargo, la extrema versatilidad y
adaptabilidad de los microorganismos les ha llevado a desarrollar mecanismos que los
protegen frente a la accién de muchos farmacos.

Se ha demostrado que todos los microorganismos patdgenos presentan resistencia a algun
antimicrobiano y virtualmente no se conoce ningun antibiético que se encuentre totalmente
exento de ella, representando un reflejo de la presion selectiva por los farmacos
antimicrobianos de uso habitual.

Bases genéticas de la resistencia

Una de las aplicaciones practicas mas interesantes de los avances realizados en las ultimas
décadas, en el campo de la genética bacteriana, ha sido comprender los mecanismos
genético-moleculares de la resistencia a antibiéticos, lo que ha permitido un “ataque” mas
racional a este problema clinico. Una cepa bacteriana puede volverse resistente a un
antibidtico por dos tipos principales de mecanismos:

1. Seleccion de mutantes resistentes: por un cambio microevolutivo debido a una mutaciéon
puntual de un par de bases de un nucleétido o por un cambio macroevolutivo debido a un
reordenamiento de segmentos de ADN en gran escala en un solo proceso (transposones).

2. Intercambio genético: adquisicion de un ADN extrafio transportado por plasmidos,
bacteriéfagos o transposones.

Mecanismos bioquimicos implicados en la resistencia a antibiéticos

La actividad de los antimicrobianos puede separarse en una secuencia de tres pasos:
+ Los farmacos deben asociarse con las bacterias y atravesar su envoltura.

- Deben ser transportados hacia un sitio de accién intracelular.

+ Deben unirse a su blanco especifico.

La resistencia a los antimicrobianos puede ocurrir en cualquiera de estos pasos y los
mecanismos incluyen:

Inactivacién enzimatica del antibidtico.

Disminucién de la permeabilidad hacia el antibidtico.

Modificacion quimica de los sitios de ataque intracelular.

Alteracién de las enzimas “Blanco”.

Promocién del eflujo de antibiético.

aRrON~

Inactivaciéon enzimatica del antibiético
Este tipo de mecanismo depende en muchos casos de plasmidos R. Los ejemplos tipicos son
las resistencias a antibiéticos tales como: B-Lactamicos, cloranfenicol y aminoglucdsidos.

Resistencia a los antibioticos B-lactamicos por produccion de 3 -lactamasas

La resistencia a estos antibidticos esta dada por la produccion de enzimas llamadas [3-
lactamasas, que son capaces de hidrolizar el enlace amida del anillo B-lactamico de las
Penicilinas, Cefalosporinas y otros antibidticos B-lactdmicos dando compuestos sin actividad
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bacteriana (Figura 13.1). Es importante destacar que la naturaleza de la cadena lateral
(grupo acilo R) influye notablemente en la susceptibilidad de rotura del anillo B-lactamico por
las B-lactamasas.

Las B-lactamasas se clasifican segun

a) El tipo de antibibtico sobre el cual actuan:

= (Cefalosporinasas - prefieren las Cefalosporinas

= Penicilinasas - prefieren las Penicilinas.

= B-lactamasas de amplio espectro (BLEA) son mediadas por plasmidos y predominan en
bacilos Gram (-). Pertenecen al grupo 2b de la clasificacion de Bush y actuan sobre
Penicilinas y Cefalosporinas de primera generacion (TEM-1, TEM-2 y SHV-1).

= [B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) derivadas por mutacién de las BLEA, actuan
sobre Penicilinas, Cefalosporinas de 1°, 2°, 3° y 4° G o monobactames (Aztreonam). No
son afectadas las cefamicinas (Cefoxitina, Cefotetan) y carbapenems (Imipenem vy
Meropenem).

b) Su localizacion:
= Fuera de la pared celular [Cocos G(+)].
= Espacio periplasmico [Bacilos G(-)].

¢) La naturaleza de la enzima:

= Constitutiva (siempre presente), usualmente mediada por plasmidos.

= Inducible (capaz de ser activada), usualmente de tipo cromosémica [Clase C del grupo 1
de la clasificacion de Bush (AmpC)].

0] 0]
[ [
R—C—NH— — \<CH3 Betalactamasa ~ R—C—NH— — \ CHs
\_ CHs > | CHs
Y N Y/ N
o c—o & “oH c-0
O O
Penicilina Acido peniciloico
O O
[l S [
X—C—NH— — Betalactamasa X—C—NH— —

N
|-

. §
0 H/ N\CH, —Y & %r\CHz

v

C—-O

I

0] O
Cefalosporina Acido cefalosporinoico

Figura 13.1. Hidrdlisis de Penicilina y Cefalosporina por acciéon de la betalactamasa.
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Métodos para deteccion de la produccion de B-lactamasas

/

Método acidimétrico

Métodos rapidos Método yodométrico

—
\ Metodo cromogénico
Otro método Método biolégico
e

Métodos rapidos

En ocasiones es necesario conocer incluso antes de las pruebas de sensibilidad si un
microorganismo produce este tipo de enzima. Para ello se han desarrollado diferentes
métodos rapidos de deteccion de B-lactamasas que, con una informacion preliminar,
contribuyen a una correcta eleccion del antimicrobiano.

Estos tipos de pruebas son utiles en Haemophilus influenzae, Moraxella catarrhalis,
Neisseria gonorrhoeae, Bacteroides fragilis, Saphylococcus aureus e incluso en
Enterococcus spp. (Tabla 13.1). En ellos es posible definir la resistencia a determinados -
lactamicos cuando el resultado es positivo. En otros microorganismos, Enterobacteriaceae o
Pseudomonas aeruginosa, no deben emplearse ya que la posible producciéon simultanea de
otras enzimas impide relacionar el resultado positivo con la resistencia a un determinado
antibiético o grupo de antibidticos.

Tabla 13.1. Utilidad de las pruebas rapidas de deteccién de B-lactamasas y su
significado (modificado de Leitch, 1992).

Método

Microorganismo Acidimétrico | Yodométrico | Cromogénico Resistencia a
Staphylococcus spp. X X X -
Enterococcus faecalis X ::qn Iic Iilllirr]ma
Haemophilus spp. X X pictiina

. : Amoxicilina
Neisseria gonorrhoeae X X X X s

. Piperacilina
Moraxella catharralis X . .
- Ticarcilina

Bacteroides spp. X

La mayoria de los métodos rapidos se basan en la deteccién del producto resultante de la
hidrolisis del anillo B-lactamico por la enzima.

a). Método acidimétrico

Este método detecta la presencia de acido peniciloico después de la hidrolisis de la
penicilina, mediante un indicador de pH.

La deteccion del producto formado puede realizarse de las siguientes maneras:

Empleando discos o tiras de papel. Son sistemas acidimétricos comerciales que utilizan
discos o tiras de papel impregnados con una solucion alcalina (1,25 mmol/litro de NaOH) de
Penicilina G (125 pg/ml) y 0,1% de azul de bromocresol. Antes de utilizarse deben
rehidratarse con 1-2 gotas de agua destilada, pudiendo para ello colocarse sobre un
portaobjetos de vidrio o placa de Petri. La aparicién de un color amarillo antes de los 5
minutos después de colocar 2-3 colonias de un cultivo puro sobre la superficie de los discos
o tiras rehidratadas indicara la presencia de B-lactamasas. No deben utilizarse cultivos
liquidos.
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Empleando un medio liquido. En este caso se emplean tubos estériles o placa de microtitulacion
con 0,1 ml de solucién de Penicilina G (1 millon de U/ml) a pH 8,5 y rojo de fenol (0,5%). Esta
solucion puede prepararse afiadiendo 2 ml de rojo de fenol 5%, 16,6 ml de agua destilada y 1,2
g de Penicilina G (1 vial de 20 millones de U). El pH se ajustara con hidréxido de sodio 1N. Los
tubos una vez preparados pueden conservarse a -20°C durante 6 meses.

El cambio de color violeta de esta solucién al amarillo antes de los 15 minutos a temperatura
ambiente después de hacer una suspension con 4-5 colonias de un cultivo, indicara la
produccion de B-lactamasa. La ausencia de cambio de color durante estos 15 minutos se
considerara como negativo. Los cambios a partir de los 15 minutos pueden ser inespecificos
o producidos por el propio deterioro del reactivo. No obstante, algunas cepas de
estafilococo, generalmente sin induccion previa pueden requerir mas de 15 minutos para
demostrar su capacidad de produccioén de B-lactamasa.

No debe anadirse cultivos liquidos sobre la solucidn de Penicilina puesto que puede
modificarse el pH y variar el resultado de la prueba.

Consideraciones
- Este método no es muy utilizado en la practica debido a que no tiene un punto final bien
definido y es critico el ajuste inicial de pH a 8,5.

b). Método yodométrico

Este método utiliza como sustrato principalmente Penicilina, aunque también se ha descrito con
Cefalosporinas. En presencia de B-lactamasa se produce acido peniciloico o cefalosporinoico,
de acuerdo al sustrato utilizado, estos al disminuir el pH del medio provocan la reduccion del
yodo de una mezcla yodo-almidén del sistema desapareciendo el intenso color azulado que
tiene este complejo. En ausencia de p-lactamasa no se decolora la mezcla yodo-almidén.

Este ensayo fue presentado inicialmente por Perret en 1954, sufriendo luego numerosas
modificaciones de las cuales adoptamos las siguientes para utilizarla en el laboratorio para
la deteccién de B-lactamasas.

Ensayo micro-yodométrico de Novick modificado por Thornsberry.

- En una placa de microtitulacion o en un tubo de vidrio colocar 0,1 ml de la solucién
sustrato (Penicilina G -0,01 a 0,05 g- disuelta en 100 ml de buffer 0,1 M a pH 7 logrando
una concentracion final de 0,1 a 0,5 mg/ml).

- Resuspender en la solucion de Penicilina 4-5 colonias de un cultivo puro de 18 a 24
horas de la cepa en estudio. Agitar 30 seg. y dejar la suspensién aproximadamente 30 a
60 minutos a temperatura ambiente, permitiendo asi que se lleve a cabo la reaccion.

- Agregar 2 gotas de solucion de almidon al 1%. Mezclar.

- Agregar 1 gota de reactivo de yodo. La mezcla se agita durante 1 minuto.

La suspension se vuelve azul debido a la formacion inmediata del complejo yodo-almidon,

pero en presencia de (B-lactamasas se produce una rapida decoloracién. Si permanece azul

por mas de 10 minutos, la reaccién se considera negativa.

Adaptacion en gel de Labia y Barthelemy. La reaccién se realiza en una placa de Petri que
contiene, en gel-agar-sustrato, el clasico sistema yodo-almiddn y el antibiético, que inicialmente
da un color azul. Sobre este se realizan perforaciones donde se coloca el inéculo bacteriano.

Al ser hidrolizado el antibiético B-lactamico el gel es localmente decolorado, dando un halo
incoloro alrededor del pocillo.

Consideraciones

- Se debe trabajar siempre con testigos positivos y negativos.

- Cuando se trabaja con cepas de estafilococos, tener en cuenta la caracteristica inducible
de la enzima, por lo tanto debe incubarse previamente la suspension del germen en 4 mi
de caldo con un disco de Oxacilina durante aproximadamente 2 horas para favorecer la
induccién de la B-lactamasa. Luego realizar la reaccion.

- No deben utilizarse cultivos en caldo ni muestras clinicas porque pueden tener
reductores inespecificos del yodo que podrian dar falsos positivos.
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Conclusiones

- Es menos especifico que los otros métodos.

- Reactivos de bajo costo y disponibles en el mercado.
- Técnica de facil realizacion.

- Punto final neto.

- Resultados en el dia.

c). Método Cromogénico

A diferencia del método acidimétrico y el yodométrico, el método cromogénico es altamente
especifico, aunque esta limitado por la capacidad de hidrdlisis que ejerza la B-lactamasa
sobre la Cefalosporina cromogénica que se emplee. La mas utilizada es el nitrocefin ya que
en pocos segundos se puede obtener un resultado positivo. El nitrocefin es una
Cefalosporina cromogénica descrita por O'Callagham cuyo color amarillo es atribuido al
sustituyente dinitrilo en la posicion 3 de su molécula. Al ser hidrolizada por la B-lactamasa
cambia su color al rojo intenso debido a la formacion de una base de Shift cromogénica.

Esta técnica utiliza como reactivo Buffer fosfato pH 7 y nitrocefin, el cual se puede presentar
en polvo, solucion o disco. Cualquiera sea la presentacion, la reaccién se realiza poniendo
en contacto una suspension del germen con la Cefalosporina cromogénica. A los 30 minutos
la aparicidon de un color rojo indica una reaccion positiva. La permanencia de un color
amarillo indica una reaccion negativa.

El método del nitrocefin es el sistema mas empleado para detectar la produccién de B-
lactamasas. Se han desarrollado diversas modificaciones, por ejemplo, dispensar
directamente sobre las colonias de un cultivo unas gotas de solucién de nitrocefin o colocar
sobre la superficie de una placa de crecimiento un papel impregnado de nitrocefin. Se
emplea para poder detectar subpoblaciones que no produzcan B-lactamasa.

Consideraciones

- Puede usarse otra Cefalosporina cromogénica PADAC (Piridin-2-azo-p-dimetil-alinina
cromaéforo). Pero es peor sustrato y por lo tanto menos sensible.

- Es el método de eleccion para la deteccion de B-lactamasas de Haemophilus influenzae
tipo B. Se debe utilizar un indculo denso y realizar la lectura a los 30 minutos debido a la
posible presencia de la enzima tipo ROB-1.

Conclusiones

- Tiene mayor sensibilidad.

- Es un método simple rapido y el reactivo utilizado es estable.
- Util para detectar B-lactamasas en Enterococcus spp.

Limitaciones de los métodos rapidos de deteccion de la produccion de B-lactamasas
En general, estas pruebas solo indican la produccion de la enzima, no son cuantitativas y no
sirven para saber el tipo de enzimas que se produce. Asimismo, la mayoria de los métodos
emplean Penicilina por lo que no es muy sensible cuando el microorganismo a estudiar
produce una B-lactamasa con baja afinidad o tasa de hidrdlisis de este sustrato.

Por otra parte, el resultado positivo indica que la cepa es resistente al antibiético, para el
cual es util la prueba pero no excluye, en caso de ser negativo, que pueda existir otro
mecanismo de resistencia y por lo tanto que pueda emplearse o no dicho antibidtico.

Otro método para detectar B-lactamasas

Método Biologico

Este método se basa en hallar la presencia de B-lactamasas por deteccién microbiolégica de
la baja actividad antibacteriana del producto formado.

Es de extrema sensibilidad, permite utilizar distintos sustratos segun el disco que se elija
pero el inconveniente de esta técnica es el tiempo requerido para la obtencion de los
resultados.

Se utiliza agar Mueller Hinton fundido y enfriado al cual se le agrega una suspension de
esporas de Bacillus subtilis sensible a la Penicilina, distribuidos en placas.
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En la placa se siembran en lineas suspensiones de bacterias productoras (control positivo:
Enterobacter cloacae ATCC 202) y no productoras (control negativo: S. aureus ATCC
25923) de B-lactamasas y la muestra incognita.

Sobre estas lineas de siembra se colocan discos de Penicilina o tiras de papel impregnadas
con la misma. Estas placas se incuban a 37°C pudiendo leerse a partir de las 24 horas.

La produccion de B-lactamasas se evidencia por la deformacién del halo de inhibiciéon que
da la Penicilina sobre el desarrollo de Bacillus subtilis, en la zona donde se cruza dicho halo
con la estria de la cepa productora de B-lactamasa (Figura 13.2).

Siembra Colocacion de los discos de Penicilina Resultados
() ¢
\ Control (-) / \

| ) ()
N

Figura 13.2. Esquema de siembra y resultados del método bioldgico de deteccion de S-
lactamasas.

Control (+)

Muestra

) O O

(

Métodos para la identificacién fenotipica de B-lactamasas en bacilos Gram-negativos

Método de Jarlier o de doble

difusién con discos (B-
lactamasas plasmidicas de

——» | Prueba de confirmacion

Métodos de el

identificacion espectro extendido BLEE)
fenotipica de
B-lactamasas ~, | Método de Sanders o de

aproximacion de discos (-
lactamasas cromosdmicas
inducibles)

El antibiograma por difusién con discos puede ser utilizado como una herramienta util y
sencilla para la identificacion fenotipica y deteccion de [-lactamasas en algunos
microorganismos.

Ejemplos son la B-lactamasas plasmidica de espectro extendido BLEE (prueba de doble
difusion) y las cromosdémicas inducibles de clase 1 AmpC (prueba de aproximacion de
discos).

1). Prueba de doble difusién (Jarlier)

Este método se basa en la excelente actividad del Acido Clavulanico para inhibir a la
mayoria de las BLEE (superior a Sulbactama o Tazobactama). Consiste en la realizacion de
un antibiograma convencional situando un disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico (AM/CL) a
una distancia aproximada de 20 mm de discos de Cefotaxima (CTX), Ceftacidima (CAZ) y
Aztreonan (AZT). La ampliacién del halo de inhibicion "forma de huevo" de estos ultimos en
las proximidades del disco de Amoxicilina/Acido Clavulanico indica que estamos frente a una
cepa sospechosa de producir BLEE (Figura 13.3).
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Figura 13.3. Prueba de doble
difusion con discos. Ampliacion
de los halos de inhibicion de la
Cefotaxima, Ceftacidima y el
Aztreonam debido a la
inhibicion de la R-lactamasa
plasmidica de espectro
extendido por la accion del
Acido Clavuléanico contenido en
el disco de Amoxicilina/Acido
Clavulanico (en el centro de la
placa).

Este método esta recomendado por la NCCLS para cepas de E. coli, Klebsiella pneumoniae
y K. oxytoca que presentaron halos de inhibicion reducidos, al realizar un antibiograma por
el método de difusion con discos para los siguientes antibiéticos:

Cefpodoxima CPD <17 mm

Ceftacidima CAZ < 22 mm

Cefotaxima CTX < 27 mm

Ceftriaxona CRO < 25 mm

Aztreonam AZT < 27 mm

Para otras enterobacterias, SADEBAC (Sociedad Argentina de Bacteriologia) propone
considerar como sospechosas de BLEE a aquellas cepas que presenten halos de inhibicion
a CTX <26 mm.

Confirmacion de la produccion de BLEE
Para confirmar la presencia de BLEE se deben enfrentar discos de:

Cefotaxima 30 pg y Cefotaxima 30 ug + Ac. Clavulanico 10 ug

Ceftacidima 30 pg y Ceftacidima 30 ug + Ac. Clavulanico 10 ug.

Si se observa un incremento > 5 mm en el halo del disco de antimicrobiano ensayado en
combinacién con el Ac. Clavulanico versus el diametro del halo del disco de antimicrobiano
solo se confirma la produccion de BLEE (Figura 13.4).

Con Acido Clavulanico Figura 13.4.

Confirmacion de la
produccion de BLEE.
Se observa un
aumento > 5 mm en
los halos de los discos
en los que se
combinaron el antimi-
crobiano + Acido.
Clavulanico en
comparacion con los
halos de los discos de
los antimicrobianos
solos.
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2). Prueba de aproximacion de discos (Sanders)
Algunas bacterias producen [B-lactamasas cromosomicas de caracter inducible. Estas
enzimas habitualmente se expresan a niveles muy bajos, pero pueden incrementar su
sintesis en presencia de determinados antibi6ticos B-lactamicos, llamados inductores (tabla
13.2), produciéndose el fendmeno de induccion.
La metodologia para detectarla consiste en realizar un antibiograma convencional colocando
un disco de Cefoxitina (FOX) u otro antibiético inductor a 20 mm de un disco de Cefuroxima
o Cefotaxima (CTX) (antibiotico testigo). EI microorganismo produce B-lactamasa inducible si
se observa un halo de inhibicion truncado del antibiético testigo en la zona adyacente al
disco del antibiotico inductor (Figura 13.5).

Figura 13.5. Prueba de
aproximacion de discos.
Efecto inductor de
Cefoxitina (FOX) (en el
centro de Ila placa),
objetivado por el
achatamiento de los halos
de inhibicibn de la
Ticarcilina, Cefotaxima
(CTX) y Cefuroxima, en
un aislamiento de Entero-
bacter cloacae productor
de R-lactamasa cromoso-
mica AmpC en su estado
inducible.

Tabla 13. 2. Antibiéticos inductores de la sintesis de 3-lactamasas cromosoémicas inducibles.

3-lactamasa

Antibiético Grupo 1 (AmpC) i

Enterobacter | Citrobacter | Serratia | Morganella | Pseudomonas | Proteus

spp. freundii spp. morganii aeruginosa | vulgaris
Aminopenicilinas +++ ++ +++ +++ +++ +++
Acido Clavulanico ++ +++ ++ ++ o+ -
Ureidopenicilinas + + + + + +
Carboxipenicilinas + + + + + +
Cef 12/ 2% gen. +++ +++ +++ +++ +++ +++
Cef 32 gen. + + + + + +
Cefoxitina +++ +++ +++ +++ +++ +++
Carbapenems +++ +++ +++ +++ +++ F++

Efecto inductor: elevado (+++); moderado (++); débil (+); nulo (-).
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Desarrollo Practico N° 13

Consignas

1. Determinacion de la produccién de p-lactamasas utilizando el método bioldgico.

2. Determinacién de la produccién de BLEE utilizando el método de Jarlier.

3. Confirmacion de la produccion de BLEE.

4. Determinacion de la produccién de BLEE inducibles utilizando el método de Sanders.

Materiales necesarios

* Placas de Petri y tubos estériles.

* Medio de cultivo Mueller Hinton.

* Microorganismos: Bacillus subtilis, controles negativos: E. coli ATCC 25922, S.
aureus ATCC 25923 y positivos: Enterobacter cloacae ATCC 202, S. aureus ATCC
29213 o Klebsiella pneumoniae, otras como Pseudomonas spp. y cepas en estudio.

* Discos de antimicrobianos: Penicilina, Amoxicilina/Acido Clavul'émico, Cefotaxima
(CTX), Cefoxitina (FOX), Ceftacidima (CAZ), Cefotaxima + Acido Clavulanico,
Ceftacidima + Acido Clavulanico.

* Mechero, ansas, pinzas e hisopos estériles.
* Solucion fisiologica estéril.

Actividades
Método biolégico de deteccion de la enzima

1. Fundir el medio de cultivo. Dejar enfriar a 50°C. Agregar una suspension densa de
Bacillus subtilis. Homogeneizar bien.

Distribuir en placas de Petri estériles. Dejar solidificar.

Realizar las siembras de las cepas controles y la cepa en estudio con ansa ojal.
Colocar los discos de penicilina.

Incubar a 37°C por 24 horas.

Leer e interpretar los resultados.

ok wN

Determinacion de BLEE (presuntiva y confirmatoria) y BLEE inducible

1. Preparar las placas de Petri de la misma manera que para la realizacion de un
antibiograma comun y sembrar de la misma forma con las cepas provistas por la
céatedra.

2. Colocar los discos de antibidticos correspondientes para el método de Jarlier o
Sanders a 20 mm de distancia entre ellos o para la prueba de confirmacion de la
produccién de BLEE de acuerdo a lo asignado por la catedra.

3. Incubar a 37°C por 24 horas.

4. Leer e interpretar los resultados.
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Trabajo Practico N° 14
METODOS DE RECUENTO MICROBIANO |

Objetivos
e Conocer diversos métodos de recuento para la enumeracion de
microorganismos contenidos en una muestra.
e Evaluar las aplicaciones préacticas del recuento de microorganismos.
¢ Realizar la medida del numero de individuos por métodos indirectos.

Introduccioén teérica

La enumeracion o recuento bacteriano se realiza por diversos métodos que, si bien no son
exactos, son lo suficientemente precisos cuando se fijan limites y parametros, como por
ejemplo temperatura, tiempo, pH, atmdsfera, etc.

Su empleo esta muy desarrollado en alimentos en general, leche, agua y muestras clinicas
para el diagnostico de enfermedades infecciosas, Ejemplo: orina.

Concepto

El desarrollo o crecimiento bacteriano consiste esencialmente en un activo proceso vital de
asimilacion y multiplicacion de microorganismos. Por lo tanto, la determinacion del nimero de
bacterias por ml es importante para indicar la medida en que una bacteria crece y se desarrolla.

Métodos de recuento microbiano
El crecimiento de una poblacién bacteriana puede ser entendido desde diferentes
perspectivas y de acuerdo a estas se puede llegar a determinar la medida del crecimiento
mediante diversas metodologias.
Los métodos de determinacion del crecimiento de una poblacién o cultivo bacterianos se
puede expresar en funcion de:

= aumento de biomasa del cultivo.

= aumento del numero de células.

e Determinacion del peso humedo
e Determinacion del peso seco

Métodos 1
1. Medida de la Directos
biomasa bacteriana e Medida del consumo de nutrientes o
. de produccion de algun metabolito por
MeFOdOS ] unidad de tiempo
Indirectos e Determinacién de un componente

caracteristico
e Meétodos Turbidimétricos:
Escala de Mac Farland
Espectrofotémetro o Nefeldmetro

e Recuento microscopico
Métodos e Recuento electronico
Di 1 e Recuento en preparaciones tefiidas
irectos prep
: ; e Recuentro proporcional de Wright
2. Medida del numero
de individuos
Métodos .
Indirectos ™ * Recuento de colonias en placa
Método del nimero mas probable

e Método de las membranas filtrantes
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1. Medida de la biomasa bacteriana

a. Métodos directos de medida de biomasa bacteriana

Para los fisiblogos bacterianos, bioquimicos y bidlogos moleculares una medida del
crecimiento es el incremento de biomasa. Para ellos, la sintesis macromolecular y un
incremento en la capacidad para la sintesis de los componentes celulares es una medida del
crecimiento. Para este grupo la divisién celular es un proceso esencial pero menor, que rara
vez limita el crecimiento, ya que lo que limita el crecimiento es la capacidad del sistema
enzimatico para utilizar los recursos del medio y formar biomasa.

Importante. Estos métodos requieren preparaciones limpias, sin particulas extrafias.

Determinacién del peso himedo. Para esta determinacion se tara un tubo de centrifuga. Se
introduce el cultivo bacteriano o fungico a cuantificar. Se centrifuga el cultivo, se elimina el
sobrenadante y se determina el peso del sedimento.

Inconvenientes: grandes errores, debido al liquido intercelular retenido, cuya cuantia depende a
su vez de la forma y tipo de agrupaciones de la cepa, intensidad del empaquetamiento, etc.

Determinacién del peso seco. Como el anterior, pero el sedimento se seca antes de ser
pesado (105 °C, toda la noche), hasta peso constante. Las medidas de peso seco suelen
representar el 10-15% de los valores de peso humedo.

Inconvenientes: método tedioso (requiere mucho tiempo) y con bastantes errores. Es dificil
pesar menos de 1 mg con exactitud en las balanzas habituales de laboratorio. 1 mg de peso
seco equivale a unas 5 x 10° bacterias.

b. Métodos indirectos de medida de biomasa bacteriana

Medida de consumo de nutrientes o de produccién de algin metabolito por unidad de
tiempo. Ejemplos: consumo de oxigeno (QO,) y consumo de carbonico (QCO,),
determinados por el respirometro de Warburg. Produccién de acidos.

Determinacion de un componente caracteristico:

Determinaciéon del nitrogeno total. Existen distintas técnicas para determinar la cantidad de
nitrdgeno que contiene una muestra en relacion al compuesto que se quiera determinar.
Puede analizarse el nitrégeno no proteico mediante el NO,, NO5', NH,", el nitrégeno proteico
mediante absorcion en UV, Reaccion de Biuret, Reaccion de Lowry, o el nitrégeno total
mediante la Digestién de Kjeldahl.

Determinacion de acidos nucleicos. Se determina la cantidad existente de un determinado acido
nucleico (generalmente DNA) y a partir de este dato se estima la masa de la poblacién.

Métodos turbidimétricos (6pticos). La base comun de estos métodos consiste en la medicion
de la cantidad de luz dispersada o transmitida a través de un cultivo bacteriano.

Recordemos aqui que las suspensiones bacterianas dispersan la luz, al igual que cualquier
particula pequena suspendida en agua. La dispersién de la luz es, dentro de ciertos limites,
proporcional a la masa del cultivo.

Los métodos turbidimétricos requieren de una técnica o un dispositivo que permita la
estimacion del numero de microorganismos en relacion a la turbidez del cultivo. Esto puede
realizarse manualmente, a ojo desnudo empleando una escala de turbidez calibrada
conocida como “escala de Mac Farland” o bien empleando dispositivos de lectura como el
Turbidimetro, Espectrofotometro o Nefeldmetro.

Escala de Mac Farland. Se trata de una serie de patrones de turbidez previamente calibrados.
Consiste en varios tubos de vidrio herméticamente cerrados que contienen 1% de Cl,.Ba +
cantidades crecientes de SO,4H, al 1%. En cada tubo, designado con un nimero, se origina un
precipitado de SO,Ba responsable de la turbidez, al que se le asigna el valor de concentracion
bacteriana. Por ejemplo, el tubo al 0,5 de Mac Farland se corresponde con una turbidez
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equivalente a 1 x 10° bacterias/ml. La escala comienza en 0.5 y llega hasta 6 o mas. Para
cada cepa bacteriana hay que establecer la equivalencia entre la turbidez de cada tubo y la
masa o la concentracién de bacterias (en céls/ml) que genera una turbidez similar.
Inconveniente: es un método poco preciso, que solo se emplea cuando no hace falta
exactitud. Ha sido desplazado, en algunos casos, por los métodos espectrofotométricos.
Ventajas: método econdémico y muy practico para ser empleado en la practica clinica
cotidiana, sin necesidad de contar con un aparato de medicion. Se emplea en la técnica de
Kirby Bauer para la determinacion de sensibilidad bacteriana a antimicrobianos.

Espectrofotémetro. Este aparato es de uso habitual en cualquier laboratorio de Microbiologia
o Bioquimica. Mide la densidad 6ptica (D.O.), es decir la absorbancia.

D.O. = A =-logT/100 donde T= transmitancia
Se debe realizar una curva estandar para relacionar los valores de A con la masa bacteriana.
Comentarios: la cantidad de luz dispersada es proporcional al cociente entre el tamafio de la
particula y la longitud de onda incidente; por lo tanto, la sensibilidad de la técnica aumenta a
longitudes de onda cortas. La proporcionalidad entre A y masa bacteriana solo es valida
para >10"céls/ml.

Nefelometro. Es un aparato similar al anterior, pero el dispositivo sensor esta situado en
angulo recto respecto de la direccién de la luz incidente, y lo que se mide es la luz
dispersada directamente por la preparacion.

Ventajas: posee mayor sensibilidad que el espectrofotometro.

Desventajas: no es un aparato de uso habitual en un laboratorio clinico

2. Medida del nimero de Individuos

a. Métodos directos de medida del nimero de individuos

Recuento microscépico. Es una técnica comun, rapida y barata que utiliza un equipamiento
facilmente disponible en un laboratorio de microbiologia. Para estos recuentos se utilizan
generalmente camaras de recuento. Las mas utilizadas, para recuentos bacterianos, son las
de Hawksley y la de Petroff-Hausser. La primera tiene la ventaja que puede ser utilizada con
objetivos de inmersion, aunque la mayoria de los recuentos se realizan con objetivos secos.
Para recuento de esporas fungicas o levaduras puede emplearse la camara de Neubauer de
uso habitual en clinica para recuento de células sanguineas: leucocitos y eritrocitos.
Ventajas: una de las mayores ventajas del recuento microscopico es brindar informacién
adicional sobre el tamafio y la morfologia de los objetos contados.

Desventajas: la mayor dificultad del recuento en cadmara es obtener reproducibilidad en el
llenado de la camara con liquido. Otra dificultad es la adsorcion de las células en las
superficies del vidrio, incluyendo pipetas. Esta adsorcioén es critica en el proceso de dilucién
de la muestra y se minimiza al realizar las diluciones en medios de alta fuerza ionica
(solucién fisiolégica o medios minimos sin fuente de carbono).

Camara de Recuento de Neubauer: consiste en un portaobjetos especial que posee un
rayado en su superficie con dos zonas bien definidas:

1°. Un reticulado central (similar al de la camara de Petroff Hauser) para recuento de eritrocitos.
2° Un reticulado periférico que consta de 4 cuadrados divididos en 16 cuadraditos, donde se
cuentan los leucocitos, esporas o levaduras.

Las caracteristicas particulares de su empleo lo desarrollaremos en el siguiente practico.

Camara de recuento de Petroff-Hauser: consiste en un portaobjetos especial (Figura 14.1)
con una graduacion en superficie y unas medidas muy concretas.
= excavacién con 0.02 mm de profundidad;
= area de 1 mm?, dividida en un reticulo de 25 cuadrados grandes; cada cuadrado
grande esta subdividido a su vez en 4 x 4 = 16 cuadrados pequerios. O sea, la
muestra se distribuye en 16 X 25 = 400 celdillas (cuadros pequefios).
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La muestra, una vez dispensada entre el porta y el cubre, se deja reposar sobre la
plataforma del microscopio durante unos minutos, y se cuenta el nimero de células en
varias celdillas (normalmente en 16, equivalentes a uno de los cuadros grandes). Se anota
el numero n de células observadas en esas 16 celdillas.
Entonces, la concentracion celular es facil de establecer:

n x 25 x 50 x 1000 = concentracion en células/ml.

Donde:

n células observadas en las 16 celdillas,

25 equivale al numero de cuadrados del
reticulo,

50 equivale a la inversa de 0,02
(1/0,02=50) que es una correccién por
profundidad y

1000 conversién de los mm? en ml. /_\

Ventajas: es un método muy rapido.

Inconvenientes: solo sirve para suspensiones

relativamente concentradas (>10 x 10° céls/ml). 0.02 cm

Por debajo de este valor el niumero de células

vistas en el campo del microscopio es muy o ooy
pequeno y poco significativo estadisticamente.

En bacterias mdéviles, hay que inmovilizarlas
previamente, con una mezcla de alcohol y agua.

Figura 14.1: Reticulado de la camara
de recuento de Petroff-Hauser

Contadores electronicos de particulas (tipo Coulter). Los contadores electrénicos permiten
realizar recuentos de bacterias, levaduras no filamentosas y protozoarios, pero no de
hongos y microorganismos filamentosos o miceliares.

Se hace pasar una suspension bacteriana por un tubo capilar, entre los dos polos de una
corriente eléctrica. Cada vez que por un orificio (30 um diametro) pasa una particula
(ejemplo, bacteria) se interrumpe la corriente, lo cual es recogido por un dispositivo de
registro electrénico, que detecta el numero y el tamafio de las particulas que van pasando
(el tamafio detectado es funcién de la intensidad del pulso de voltaje al paso de la particula).
Recientemente se ha introducido la citometria de flujo activada por fluorescencia (FACS). Es
una sofisticada modificacion en la que las particulas a contar se marcan previamente con un
anticuerpo monoclonal u otro ligando especifico hacia alguna molécula de superficie, unidos a
su vez a un fluorocromo, una molécula que emite fluorescencia al incidir sobre ella un haz de
luz laser.

Desventajas: este tipo de recuento presenta algunos inconvenientes. Ciertas bacterias muy
pequenas producen cambios en la resistencia que son comparables al "ruido" generado por la
turbulencia que se desarrolla al pasar el fluido por el orificio. No pueden medirse células que
formen filamentos o agregados o soluciones muy concentradas de microorganismos, debido a
que el pasaje de mas de una célula en un breve periodo de tiempo va a ser tomado como una
célula mas grande. Es comun la obstruccion del orificio por microorganismos muy grandes.

Recuento en preparaciones tefiidas. Se dispone de un porta con una excavacion circular (de
area At) con un volumen conocido (v). Sobre esta excavacion se extiende la muestra con
asa de siembra o con micropipeta, y se fija y tifie por algun colorante. Se observa con un
microscopio dotado de un juego de ocular y objetivo que delimitan un area de campo (Ac).
Si en dicho campo se cuentan n bacterias, la concentracion de bacterias por mililitro sera:

Bacterias/ mililitro = n-At/Ac- 1/v
Recuento proporcional de Wright. Se mezcla la suspension bacteriana problema con una
cantidad conocida de bolitas de latex o de hematies. La concentracion bacteriana se deduce

de la proporcién de bacterias y particulas observadas en el mismo campo microscopico.
Este método se emplea mas frecuentemente en Virologia.
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b. Métodos indirectos de medida del Nimero de individuos

Son métodos que miden el niumero de bacterias viables (que no equivale al de totales).

Método del nimero mas probable. Su fundamento estriba en la distribucion de Poisson: una
distribucion aleatoria de particulas en una serie de muestras iguales, en funcién del numero

medio de particulas presentes en una suspension.

Px=m*- e™x!
donde x = numero real de particulas en cada muestra y m = concentracion (n
particulas/volumen).

La técnica consiste en la inoculacion de series de tubos (generalmente 3, 4 o 5) que
contienen un medio liquido apropiado y se siembran con tres volumenes diferentes de
muestra o con tres diluciones diferentes del material a examinar. Se incuban los tubos
durante 24 a 48 horas y se registra el nUmero de tubos con desarrollo microbiano en cada
una de las series. Mediante el uso de tablas de Mc Crady elaboradas sobre estudios
estadisticos se determina el numero mas probable de microorganismos en la muestra
original. Para alimentos, en general se expresa en NMP/gr o NMP/ml de muestra,
dependiendo del estado sélido o liquido del mismo. Para agua, se expresa como NMP/100
ml. Es el método de eleccioén para evaluar coliformes fecales.

(o]

Recuento de células viables en placa. Es una de las técnicas de recuento mas usadas en la

rutina del laboratorio de Microbiologia para determinar el numero de células viables o de

unidades formadoras de colonias en una muestra. Las principales etapas son:

1) Se mezclan y homogenizan porciones de muestras de alimento (o agua).

2) Se efectuan diluciones decimales de las mismas con un diluyente apropiado.

3) A partir de las diluciones, se efectuan siembras en superficie o en la masa de un medio
agarizado.

4) Se incuba a temperatura apropiada durante un tiempo preestablecido.

5) Se cuentan las colonias.

6) Por medio de calculos apropiados se expresan el numero de colonias (UFC: unidades
formadoras de colonias) por gramo de muestra.

En un laboratorio convencional normal, el método mas sensible para descubrir la presencia

de una bacteria viable consiste en permitir que aumente de tamafio por si sola para formar

una colonia visible. Esto constituye la base de los métodos de recuento en placas, que

podemos clasificarlos en:

Método de dilucién en placa. Una cantidad medida de la muestra (1 ml), o una dilucion de la

misma, se coloca en una caja de Petri esterilizada y se le afiaden 15 ml de agar fundido y

enfriado a 45 — 50°C. Después se incuba a 37°C por 18 - 48 horas y se realiza el recuento

de colonias a simple vista, con una lupa o en un contador especial.

Método por diseminacion en superficie. Una cantidad medida (0,1 a 0,001 ml) de la muestra o

una dilucién de la misma se deposita sobre la superficie del agar sdlido y se disemina en toda su

superficie, mediante el empleo de una espatula de Drigalski o un ansa. Asi podemos decir que

existen dos técnicas, segun el instrumento empleado en la diseminacion de la muestra:

a. Técnica por estrias en medios de Agar: ampliamente utilizado en el recuento microbiano

de muestras de orina. Se sumerge en la muestra un ansa calibrada (0,02, 0,01, 0,001 ml),

teniendo en cuenta de retirarla en forma vertical para que quede cargado el ojal del ansa. Se

deposita la muestra en la superficie del agar diseminandola con el ansa.

b. Técnica de diseminacién con espatula de Drigalski. Se utiliza ampliamente en el recuento

de hongos y levaduras de muestras de alimentos. Se coloca 0,1 ml de la muestra o una

dilucion de la misma sobre el agar y se disemina mediante la espatula de Drigalski.

Recuento sobre filtros de nitrocelulosa. Se usa para suspensiones diluidas de bacterias. Se
hace pasar un gran volumen de suspension (puede ser liquido o aire) a través de una
membrana de nitrocelulosa estéril, que retiene las bacterias. Posteriormente, el filiro se
deposita sobre la superficie de un medio de cultivo sélido. Las colonias se forman sobre el
filtro y se cuentan, deduciéndose la concentracion original en funcién del volumen de
suspension que se hizo pasar por el filtro.
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Desarrollo Practico N° 14

En el presente practico realizaremos el recuento de células viables, tomando la medida del
numero de individuos mediante la aplicacion de métodos indirectos de recuento de colonias
en placas

Consignas

1. Acondicionamiento de la muestra: preparacién de las diluciones decimales.

2. Recuento de Bacterias Aerobias Mesofilas Totales (BAMT).

3. Recuento de Hongos y Levaduras (HyL).

4. Recuento de coliformes (Método del nimero mas probable, NMP).
Cada grupo de trabajo debera procesar la muestra asignada por el tutor. Es conveniente
seguir los pasos abajo indicados, en orden y prestando mucha atencion al procedimiento.

Materiales necesarios

* Muestras

* Mecheros

* Placas de Petri estériles

* tubos estériles

* Erlenmeyer con 90 ml de Agua peptonada

* Pipetas estériles

* Espatula de Drigalski

* Medios de cultivo: Agar para Recuento (PCA), caldo Mac Conkey, Agar Hongos y
Levaduras (HyL).

Actividades
Acondicionamiento de los medios y materiales para los recuentos
1. Colocar a fundir el medio HyL (en erlenmeyer) y PCA (en tubos).
2. Una vez fundidos se debera:
Distribuir el medio HyL en 6 placas de Petri estériles.
Los tubos con PCA llevar a bano termostatizado (controlar que la temperatura se
encuentre a 50 °C).
3. Rotular los tubos con Caldo Mac Conkey, las 6 placas con HyL y 6 placas de Petri
estériles vacias (para PCA), colocando: N° de muestra, diluciéon que se va a sembrar,
numero de grupo y fecha.

Procedimiento de siembra
1. Preparacion de la Suspension madre y de las diluciones decimales.
2. Inoculacién de las diluciones de la muestra asignada.
3. Llevar los tubos y las placas a las estufas de cultivo correspondientes en funcién de
la temperatura de incubacién necesaria: bacterias a 37°C y hongos a 25°C.
jCuidado con la colocacion de las placas en las estufas!
- No apilar mas de 6 placas.
- Los cultivos bacterianos se cultivan con la tapa hacia abajo.
- Los cultivos fungicos se incuban con la tapa hacia arriba.

Preparacién de las diluciones decimales

La preparaciéon de diluciones a partir de una muestra tiene por objeto efectuar diluciones
progresivas de dicha muestra, para poder realizar los recuentos microbianos posteriores.
Para ello debera escogerse el diluyente apropiado.

Diluyente. La caracteristica principal de un buen diluyente es que no produzca
modificaciones cualitativas ni cuantitativas en la flora de las muestras que van a ser
analizadas, es decir que mantenga lo mas fielmente posible la flora de la muestra, sin
suprimirla ni favorecer su desarrollo.

En muestras clinicas se emplea solucién fisiolégica (SF).
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En muestras de alimentos se emplea Solucién Fisiolégica Peptonada (SFP = peptona 0,1%,
y NaCl al 0,85%) o agua peptonada al 0,1%.
Diluciones: para realizar las diluciones decimales debe disponerse de un erlenmeyer con un
volumen conocido de diluyente (ejemplo: 90 ml) y una serie de tubos conteniendo un
volumen conocido de diluyente estéril (ejemplo: 9 ml). Se pesa asépticamente, una porcién
representativa de la muestra (ejemplo: 10 gr) y se colocan en 90 ml de diluyente.
Se obtiene asi la Suspension Madre (dilucion 1/10), a partir de la cual se preparan las
diluciones decimales, Figura 14.2.
> A 9 ml de diluyente estéril se le agrega 1 ml de la dilucion 1:10, se homogeniza. Se
obtiene asi la dilucion 1:100.
» A 9 ml de diluyente estéril se afnade 1 ml de la dilucion 1:100, se agita y se obtiene
asi la dilucion 1:1000.
> Se debe operar asi sucesivamente hasta obtener el numero de diluciones
requeridas.
El tiempo transcurrido entre la preparacion de las diluciones y la inoculaciéon no debe ser
mayor de 15 min.

MUESTRA

Se homogeneiza
por agitacion
manual

Alicuota 10 g de la muestra
+

90 ml SFP (dilucién 1:10)
- Suspensién Madre -

Se filtra el
homogenato
Tubos con
9 ml de
SFP

Dilucién  Dilucion Dilucién Dilucion
1:10 1:100 1:1000 1:10000

Figura 14.2. Preparacion de la suspension madre y de las diluciones decimales.

Recuento de bacterias aerobias mesoéfilas totales - BAMT
Método de Dilucién en placas
Se preparan 2 placas de Petri para cada dilucion. Se trabaja con tres a cuatro diluciones
sucesivas para cubrir el rango de lectura, es decir, para obtener dos diluciones sucesivas
que presenten un recuento de 10 a 300 colonias por placa.
Procedimiento
e Agregado de la muestra. Se trasvasa 1 ml de cada una de las diluciones preparadas
a sendas placas de Petri esterilizadas, empleando la misma pipeta que se utilizd
para mezclar la dilucion respectiva.
e Agregado del medio de cultivo PCA. Se agregan de 12 a 15 ml de medio de cultivo,
licuado y previamente enfriado a 45 °C, a cada placa de Petri inoculada, tan pronto
como sea posible (Figura 14.3).
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e Mezclado del medio y del indculo. Se tapan las placas y se mezcla cuidadosamente
el contenido de cada una de la forma siguiente:
a. Se imprimen a la placa 5 movimientos de vaivén en una direccion;
b. Se hace girar la placa 5 veces en el sentido de las agujas del reloj;
c. Se vuelven a imprimir 5 movimientos de vaivén en una direccion normal con la
primera;
d. Se hace girar la placa 5 veces en el sentido contrario a las agujas del reloj.

I mﬁ

S sreveanaees :
= | Dilucién 1 iml :

g Agar a 45°C

) o

" —
“{ | Dilucion 2 i 1lml @

Figura 14.3. Método de dilucién en placas.

e Solidificacion del medio. Se deja solidificar a temperatura ambiente sobre una
superficie horizontal.

e Incubacion. Se invierten las placas preparadas y se las coloca en la estufa regulada
a 35°C = 1°C. Se las debe acomodar de modo que estén alejadas de las paredes,
techo y piso de la estufa, en grupos superpuestos de no mas de 6 placas cada uno.

e Temperatura y tiempo de incubacion. La temperatura y tiempo de incubacién deben
ser 35°C £ 1°C y 48 + 2 horas.

e Recuento de colonias. Se examinan las placas de Petri y se retienen aquellas que
contengan entre 10 y 300 colonias. Se descartan las placas en que, por lo menos, la
mitad de la superficie del agar esté invadida.

Para facilitar el recuento se pueden utilizar lupas o bien un contador automatico. Se debe
evitar contar, erroneamente, particulas de muestra insoluble o material precipitado.

e Célculo y expresion de resultados. Se calcula el nUmero de unidades formadoras de
colonias (UFC) por ml de muestra mediante la férmula siguiente:

>
(f, +f, x0,1)d
siendo:
N el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) por gramo de muestra
2>n lasuma de todas las colonias obtenidas en las placas contadas
fa el numero de placas leidas en la primera dilucion (por ejemplo: 2 en placas
duplicadas y 1 en una placa sola)
fo el numero de placas leidas en la segunda dilucién
d el factor de dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos (esta dilucion
corresponde a la denominada “f,” en la formula).
El resultado obtenido se redondea y expresa en UFC/g.

Recuento de hongos y levaduras - HyL

- Método de recuento por diseminacion en superficie con espatula de Drigalski

Se preparan 2 placas de Petri para cada dilucion. Se trabaja con tres a cuatro diluciones
sucesivas para cubrir el rango de lectura, es decir, para obtener dos diluciones sucesivas
que presenten un recuento de 5 a 150 colonias por placa.
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Procedimiento

Inoculacion del medio. Se inoculan 0,1 ml de cada una de las diluciones preparadas
a las placas de Petri, conteniendo medio de cultivo agar Hongos y Levaduras, con
pipeta de 1 ml. Puede emplearse la misma pipeta, sembrando desde la dilucion mas
alta hasta la minima dilucion.
Dispersion del inéculo. Se disemina el indculo en la placa empleando una espatula
de Drigalski, realizando:

a. 20 movimientos concéntricos, girando la placa en el sentido de las agujas del

reloj;

b. movimientos de vaivén que cubran toda la placa.

Las espatulas de Drigalski se disponen en un vaso de precipitado conteniendo etanol y se
esterilizan por flameado.

Incubacion. Se colocan las placas sin invertir en estufa de cultivo regulada a 25 +
1°C, y se las acomoda de modo que estén alejadas de las paredes, techo y piso de
la estufa, en grupos superpuestos de no mas de 6 placas cada uno. Se incuban
durante 5 a 7 dias.

Recuento de colonias de hongos y levaduras. Después de la incubacion, se cuentan
las colonias y se diferencian las de levadura de las de hongos segun su morfologia.
La identificacion de colonias dudosas se debe realizar microscépicamente.

Célculo y expresion de resultados. Se examinan las placas que contengan entre 5y
150 colonias. Si de una misma dilucién se obtienen placas que contengan entre 5y
150 colonias, se calcula el promedio. Si el nUmero de colonias de alguna de las dos
es mayor o igual que el doble de la restante, se consideran las otras diluciones para
decidir cual de las placas debe descartarse.

Se seleccionan las placas de dos diluciones consecutivas que contengan entre 5 y 150
colonias, se calcula el numero promedio de levaduras y hongos, teniendo en cuenta la
salvedad hecha anteriormente, segun la formula,

N= . (UFC/g)
(ny +0,1n, ) xdx Vg

la suma de las colonias contadas en las placas de Petri de diferentes diluciones
el numero de unidades formadoras de colonias por gramo de muestra (UFC/g)
el numero de placas de Petri con colonias entre 5y 150 en la primera dilucion
el numero de placas de Petri con colonias entre 5 y 150 en la segunda dilucién
el factor de dilucion correspondiente a la primera dilucion

el volumen de siembra expresado en mililitros (0,1 para el caso que nos ocupa).

Recuento de bacterias coliformes totales — NMP
Método del NiUmero mas probable
Procedimiento

Inoculacién. Se transfiere 1 ml del in6culo de las diluciones 1:10, 1:100 y 1:1000 a
sendos tubos de ensayo que contengan caldo Mac Conkey, por triplicado para cada
dilucion, Figura 14.4. Se homogeniza suavemente cada tubo inoculado.

Incubacién. Se incuban los tubos en estufa de cultivo regulada a 35°C + 2°C durante
48 + 2 horas.

Calculo del NMP de bacterias coliformes totales. Se examinan los tubos para verificar la
formacion de gas, que se evidencia por la aparicion de burbujas en la campanita de
Durham y acidez por viraje del color violeta del medio de cultivo al amarillo.

Se anota el numero de tubos positivos (gas y acidez) para cada dilucién de la
siguiente manera: Nro. tubos 1° dil: N° tubos 2° dil: N° tubos 3° dil.

Ejemplo: si se obtuvieron los tres tubos positivos en la dilucién 1:10, 2 tubos positivos
en la dilucion 1:100 y 1 tubo positivo en la dilucion 1:1000, se anotaria 3:2:1.

Si se procesan mas de tres diluciones, deben escogerse siempre tres diluciones
consecutivas. Para ello se observa cual es la dilucién en la que se obtienen los tres
tubos negativos y se seleccionan las tres diluciones inmediatamente inferiores.
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Ejemplo: si procesamos 5 diluciones, 10", 102 10°, 10"y 10, y obtenemos las
siguientes lecturas 3:3:2:1:0, en este caso escogeriamos las diluciones 102, 10°, 10
dado que en la dilucién 10° se obtuvieron todos los tubos negativos. En nuestro
ejemplo ademas, al resultado leido en las tablas del NMP debe multiplicarse por 10.
Debido a que los resultados se tabularon para diluciones 10, 10?2, 107, toda vez que
se procesan diluciones superiores deben multiplicarse por el factor correspondiente a
la primera dilucion, en el caso del ejemplo la primera dilucion es 102, por eso el factor
es 10. Si la primera dilucién fuera 10, el factor seria 100, y asi sucesivamente.

Se ingresa a tablas confeccionadas para el método y se obtiene el NMP de bacterias
coliformes/g. (Ver Tabla Anexo N° 3, tomada de la Norma IRAM 20517:2004).

Dilucion 1:10 Diluciéon 1:100 Dilucion 1:1000
RSN Tubos con
< Incubarde e
* 24248 horas s 9 ml de Caldo
’ a37’°C v Mc Conkey y
* * .
‘en ,o* campanitas de
fament Durham

Registrar los
tubos
positivos

Figura 14.4. Método del nimero mas probable — serie de 3 tubos -

Consideraciones para la Toma de muestra

La fraccién de muestra destinada al analisis microbiologico debera ser representativa de la
totalidad de la muestra. Para ello existen programas de muestreo adecuados que deben
conocerse a la hora de realizar un buen muestreo para determinar la carga microbiana en
una muestra determinada, sea de origen bioldgico o industrial. Un buen muestreo permite
obtener una muestra que sea representativa del material en estudio y esté libre de
contaminantes.

Los conceptos de muestreo y programas de muestreo escapan a los fines del presente
texto, de modo que no seran abordados aqui. Remitimos al lector interesado, la revision de
la bibliografia citada.
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] Trabajo Practico N° 15
METODOS DE RECUENTO MICROBIANO Il

Objetivos
¢ Realizar la medida del nimero de individuos por métodos directos.
e Evaluar las aplicaciones préacticas del recuento de microorganismos por
métodos directos.

En el desarrollo del presente trabajo practico se realizara la medida del numero de
individuos mediante recuento microscopico directo empleando camara de Neubauer.

Recuento en Camara de Neubauer
Es un método directo de medida del nimero de individuos que se realiza con el empleo de
una camara de recuento con observacién bajo un microscopio éptico.
La camara de Neubauer es un dispositivo de vidrio provista de dos zonas de reticulado en la
misma camara (Figura 15.1), de modo que pueden procesarse dos muestras
simultdneamente. Entre las dos zonas y al costado de las mismas posee un surco para
permitir el libre escurrido del exceso de liquido en el cargado de la camara.
Cada zona de reticulado posee un rayado en su superficie con dos regiones bien definidas,
Figura 15.2:
1° Un reticulado central para recuento de eritrocitos.
2° Un reticulado periférico que consta de 4 cuadrados divididos en 16
cuadraditos (1, 3, 7 y 9), donde se cuentan los leucocitos, esporas o levaduras.

Figura  15.1.
Fotografia de
una camara de

Neubauer
(abajo el cubre
objetos).

1 2 3
Figura 15.2.
Rayado de la
superficie de la

4 5 6 camara de
Neubauer.

7 8 9
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Desarrollo Practico N° 15

Consignas
1. Recuento microscépico directo mediante empleo de camara de Neubauer.
2. Ajustar el inoculo a una concentracion indicada por el tutor.

Materiales necesarios
* Camara de Neubauer.
* Tubos capilares.
* Microscopio.
* Suspensiéon de levaduras.

Actividades

Se preparan las diluciones necesarias para poder contar las células, esporas o levaduras.
Para recuento de leucocitos suele realizarse una dilucién de 1/20 colocando en un tubo 0,38
ml de liquido de Turk y adicionando 0,02 ml (20 J) de sangre entera.

1. Colocacibn del cubreobjetos: se moja
ligeramente los dos costados de la camara y se

presiona firmemente el cubreobjetos moviéndolo
ligeramente hasta sentirlo firme.

Nota: cuando el cubreobjetos esta bien adherido
aparecen bandas coloreadas llamadas Anillos
de Newton entre las dos superficies de los
vidrios.

ﬂs‘,i:‘ -

e%
o

»
S

2. Cargado de la camara: se emplea un capilar
de vidrio o pipeta Pasteur de punta fina. Se lo

acerca al borde del cubreobjetos para permitir
que el liquido fluya libremente y se extienda
uniformemente cubriendo todo el reticulado de
un solo lado de la camara. Inmediatamente
debe ser retirado el capilar para evitar que la
muestra se extienda al otro reticulado.
Importante: si el liquido fluye al surco entre los dos
reticulados, se debe cargar nuevamente la
camara. Para ello remueva el cubreobjetos,
limpie la camara y el cubreobjetos con un chorro

de agua de canilla y seque con papel absorbente.
Proceda a la colocacion del cubreobjetos y
cargado de la camara (Pasos 1y 2).

3. Se deja en reposo la camara por 3 minutos
para permitir que las células sedimenten.

4. Observacion microscopica: se coloca la
camara sobre la platina del microscopio y se
ubica el reticulado de la camara con un
objetivo de 10X. Se reduce la cantidad de luz
que entra al condensador ajustando el
diafragma. Enfoque el reticulado de la camara
y proceda al recuento. Para una mejor
visualizaciéon de las células puede ser
necesario emplear el objetivo de 40X.

40



5. Recuento en camara: teniendo en cuenta que T
la camara de Neubauer posee: .

o Area: 9 mm?
o Profundidad: 0,1 mm

T

Se cuentan las células en un area de 4 mm?

usando los cuadrados 1, 3, 7 y 9, siguiendo un —

recorrido que cubra todo el cuadrante, como

se observa en la Figura.

Se incluye en el recuento las células =

observadas sobre las lineas de dos lados de
cada cuadrado, como se observa en el

siguiente recuadro que representa uno de los -

cuatro cuadrantes.

ot ® e ]
3 R
® e ©%
5
0° |0 |@
)
o o | |0
® e %o

6. Célculos: se emplea la siguiente férmula:

Células por mililitro: N x 10 x d x 1000

4
Donde:
N suma de todas las células contadas en los cuatro cuadrantes
10/4 equivale al nimero de células por mm? (*)
d inversa de la dilucién empleada

1000 factor de conversion de los mm?® en ml

(*) Correccion por profundidad de camara. Cada uno de los cuadrantes tiene un area de 1
mm?, el total del area contada es por lo tanto 4 mm?. La profundidad de la camara es 0,1
mm, por lo tanto el volumen en que las células son contadas es 4 x 0,1 = 0,4 mm?®. Asi la
divisién por 4 y multiplicacién por 10 nos dara el nimero de células en un mm?.

7.  Ajuste del inéculo: se emplea la siguiente formula: Vi x Ci = Vf x Cf
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Trabajo Practico N° 16
CURVA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

Objetivos
e Conocer metodologias que permitan evaluar la cinética del desarrollo
microbiano en medio liquido.
e Aplicar técnicas espectrofotométricas de lectura para confeccionar una curva
de crecimiento.
e Confeccionar una curva de crecimiento bacteriano empleando métodos de
recuento microbiano.
e Comparar los resultados de ambos procedimientos y evaluar las ventajas y
desventajas de cada uno.

Fundamento

El crecimiento de un organismo es usualmente definido como un incremento ordenado de
los componentes celulares. Con las bacterias, el resultado mas obvio del crecimiento es el
incremento en el numero de células.

El método mas comun utilizado para determinar las fases de crecimiento de una poblacion
bacteriana es la medicién de la turbidez de un cultivo en medio liquido, el cual puede ser
detectado casi instantaneamente con un espectrofotémetro. Aunque dicha turbidez no es
una medida directa del numero de células, su incremento es una indicacion del crecimiento
bacteriano. Debido a que las células microbianas en una poblacién son aproximadamente
de tamafio constante, la cantidad de su dispersion de la luz sera proporcional a la
concentracion de células presentes. Cuando la concentracion de bacterias alcanza cerca de
un millén de células (10°) por mililitro, el medio de cultivo comienza a verse turbio.
Posteriores incrementos en la concentracion celular resultan en un aumento en la turbidez y
por lo tanto sera transmitida menos luz a través del medio.

Para estas determinaciones se utiliza un espectrofotdmetro, en el cual la luz pasa a través
de un cultivo bacteriano hasta alcanzar una célula fotoeléctrica conectada a un
galvanémetro. A medida que la concentracion celular aumenta, el cultivo se hace mas turbio,
y se reduce la cantidad de luz transmitida que alcanza la célula fotoeléctrica, como
consecuencia de la difracciéon de la luz por parte de las células.

El cambio de luz se registra en el espectrofotometro como porcentaje de transmision
(cantidad de luz transmitida) y absorbancia o densidad o6ptica (D.O.), valor derivado del
porcentaje de transmisién, correspondiente al log del cociente entre la intensidad de la luz
incidente sobre la suspension (lp) y la luz transmitida por la suspension (1).

A = log ly/l

Este método tiene la desventaja de que incluye en su medicion tanto organismos vivos como
muertos.

Otro método para la determinaciéon del crecimiento bacteriano es el recuento directo de
células bacterianas en camara de Petroff-Hausser.

Los métodos mencionados tienen la desventaja de que incluyen en sus mediciones tanto
organismos vivos como muertos. Para determinar el numero de bacterias viables en un
cultivo, se realizan diluciones del cultivo y se siembran volumenes predeterminados en medios
de cultivo apropiados, empleando los métodos de Diseminacion en superficie y el método de
Dilucién en placas (siembra en profundidad). Cada microorganismo quedara aislado y seguira
creciendo en forma puntual hasta formar un grupo de bacterias detectables a simple vista.

Un cultivo bacteriano simple y homogéneo tiene un ciclo de crecimiento como el que se
representa en la Figura 16.1.

Este ciclo tiene una morfologia y una division de células asincronica. Se divide en cuatro fases:
1. Fase de Latencia. Es la fase de adaptacién al medio, existe aumento de la masa celular
pero no hay aumento en el numero de células.
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2. Fase de Crecimiento Exponencial. Es la fase donde se produce un incremento
exponencial del nUmero de microorganismos.

3. Fase Estacionaria. Es la fase a la que se llega cuando se ha agotado la fuente de
energia.

4. Fase de Muerte. Es la fase que se caracteriza por una disminucién exponencial del
namero de microorganismos.

Log Namero de Microorganismos viables

Tiempo
Figura 16.1. Curva de crecimiento microbiano: Microorganismos viables vs. Tiempo.

En general, cuando se inocula una pequefa poblacion bacteriana en un medio de cultivo
adecuado, el crecimiento no comienza inmediatamente, sino que hay un periodo de latencia.
Un vez que empieza el crecimiento, se observa un incremento exponencial en la densidad
celular, que corresponde a la fase exponencial de crecimiento. Esta fase es la mas
significativa en el ciclo de crecimiento de los microorganismos y se caracteriza porque los
parametros cinéticos del crecimiento se mantienen constantes. A medida que el crecimiento
avanza, la concentracion de los nutrientes esenciales disminuye, y se acumulan los
productos finales del metabolismo, hasta que el crecimiento llega a detenerse, de modo que
el cultivo entra en fase estacionaria. Después las células lentamente se mueren, lisandose
en algunos casos, en una ultima fase de muerte celular.
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Desarrollo Practico N° 16

El objetivo de este practico es definir las fases de crecimiento en un cultivo de Escherichia
coli, mediante la determinacion de la absorbancia de la suspension celular a diferentes
tiempos de incubacion.

Consignas
1. Registrar las lecturas de densidad optica (D.O.) en espectrofotdmetro del caldo LB
sembrado con Escherichia coli, cada 15 minutos.
2. Confeccionar una curva de crecimiento microbiano para Escherichia coli empleando
papel milimetrado graficando D.O. vs. Tiempo.

Materiales necesarios
* Erlenmeyer
* Pipetas estériles
* Ansas
* Espectrofotémetro
* Agitador orbital
* Microorganismo: Escherichia coli
* Medio de Cultivo:

Caldo LB:

Triptona.......coooiiiiii 10 gr
Extracto de levadura..................... 5¢gr
NaCl......coooii 10 gr
Agua destilada........................ c.s.p. 1000 ml

Actividades
Medida del crecimiento en espectrofotémetro
1. Encender el aparato manteniendo 5 minutos de precalentamiento antes de realizar la
lectura.
2. Fijar la longitud de onda, A = 600 nm, para absorbancia maxima de E. coli.
3. Ajustar el 0% de transmitancia empleando la cubeta negra correspondiente.
4. Colocar el control con el medio de cultivo sin inocular en el lugar de las muestras y
ajustar el aparato a 100% de transmitancia.
5. Para medir la D.O. de las muestras, tomar 1 o 2 ml de cultivo bien homogeneizado
en un tubo, situarlo en el lugar de las muestras y anotar la absorbancia (D.O.).

Confeccion de la Curva de crecimiento bacteriano

1° dia: preparar el preinéculo. Sembrar un tubo conteniendo 10 ml de caldo LB con E. coli y
cultivar a 37°C en agitador orbital manteniendo, una agitacion de 180 rpm durante 15-20 horas.
2° dia: a partir del cultivo del dia anterior, se siembra con pipeta estéril un volumen determinado
en un erlenmeyer con 100 ml de caldo LB y se mide la D.O. en espectrofotémetro. Esta medida
corresponde al tiempo 0. Situar el matraz en el incubador orbital a 37°C y 180 rpm. La D.O. debe
medirse cada 15 minutos, teniendo cuidado de agitar el matraz antes de tomar la muestra para
realizar las medidas. Registrar el tiempo y las lecturas de absorbancia correspondientes y luego
confeccionar una grafica de la curva de crecimiento bacteriano.
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Trabajo Practico N° 17
CONTROL MICROBIOLOGICO AMBIENTAL

Objetivos
e Conocer métodos de monitoreo microbiol6gico para ambientes controlados.
e Observar y caracterizar, mediante observacion macroscopica y microscépica, la
diversidad microbiana de un ambiente elegido por el alumno.

Introduccién

El estudio de los ambientes controlados se inicié con la industria electrénica y aeroespacial,
asi como en la industria farmacéutica para preparados estériles. Se necesita disponer de
ambientes controlados para procedimientos asépticos, que no deben permitir una
contaminacion aérea microbiana mas alla de ciertos limites bajos a fin de preservar la
esterilidad del material con el cual se esta trabajando.

El control microbiologico es necesario para la evaluacion de la calidad microbiologica de
zonas estériles en la industria farmacéutica, en gabinetes de seguridad y en estudios de la
microbiota en ambientes naturales.

La contaminacion aérea sera directamente proporcional no solo a la concentracion de
microorganismos en el aire sino a la probabilidad de que estos accedan al elemento que no
se debe contaminar, por ejemplo, boca de un frasco.

Definiciones

Area limpia. Es una sala donde se controlan los microorganismos presentes y se halla
construida para minimizar la generacion, introduccion y retencion de particulas en su interior;
se controlan los parametros fisicoquimicos y biolégicos.

Zona limpia. Es un espacio donde se controlan las particulas aéreas (viables y no viables y
se halla construido para minimizar las mismas. Ejemplo: cabinas de bioseguridad.

Ambiente controlado. Es cualquier area donde se controlan las particulas y microorganismos
a niveles especificados.

En un ambiente no controlado, se forman particulas de aerosoles provenientes de diversas
fuentes que pueden vehiculizar microorganismos. No todas las particulas presentes en el
aire, transportan microorganismos, la relacion entre las particulas viables y no viables es
muy variable, puede oscilar desde menos de 1/1000 o mas de 1/10000.

En las areas limpias convencionales las particulas submicrénicas se mantienen dispersas y
caen muy lentamente a diferentes distancias. La relacién de desplazamiento horizontal en
relacion a la velocidad de una particula de 10 micrones es de 50 a 1.

En un flujo laminar horizontal con velocidad de aire de 30 m/min, para una caida de 30 cm
una particula de diferente tamano se desplaza aproximadamente los metros sefialados en la
Tabla 17.1.

Tabla 17.1. Desplazamiento de las particulas en un flujo laminar.

Tamanfo en micrones | Recorrido en metros
1 200
3 95
5 40
10 15

En un flujo laminar la velocidad de la corriente de aire se fija en 27 m/min para impedir la
decantacién de las particulas.

La clasificacion de areas limpias adoptada para la elaboracion de medicamentos y
materiales biomédicos de acuerdo a la Federal Standard 209E, se muestra en la Tabla 17.2.
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Tabla 17.2. Clasificacion de &reas limpias (Federal Standard 209E).

Clase de ambiente Particulas /m® (0,5 — 5 u) UFC/m®
(N° de particulas/pie?)
100 3.530 <3
10.000 353.000 <20
100.000 3.530.000 <500

El aire contiene en suspension diferentes tipos de microorganismos, especialmente
bacterias y hongos. La presencia de uno u otro tipo depende del origen, de la direccion e
intensidad de las corrientes de aire y de la permanencia y supervivencia de los
microorganismos. Algunos se encuentran en forma de células vegetativas, pero lo mas
frecuente son las formas esporuladas debido a que sobreviven mejor en atmdsferas secas.
En el aire se aislan bacterias esporuladas de los géneros Bacillus y Clostridium, asi como
actinomicetos. Ademas son frecuentes los bacilos pleomérficos Gram positivos de los
géneros Corynebacterium, Arthrobacter y otros. Los bacilos y cocos Gram negativos se
encuentran en escasa proporciéon debido a que no sobreviven a la desecacion.

Respecto a los hongos, los que mas frecuentemente se aislan son hongos filamentosos
como Cladosporium, Aspergillus, Penicillium, Alternaria o Mucor y levaduras como
Rhodotorula o Candida.

Métodos de monitoreo

El objetivo del monitoreo es obtener estimaciones representativas de biocarga en el
ambiente. De los diferentes métodos de captacion de microorganismos ambientales pueden
emplearse sistemas activos, como el método que utiliza muestreadores de impacto que capta
un volumen conocido de aire el cual impacta en una placa de Petri con un medio adecuado
de cultivo. Este procedimiento es cuantitativo. También pueden utilizarse sistemas pasivos,
como ser la exposicidon de placas de Petri con medio de cultivo apropiado durante 60 minutos
en el area a analizar, pero en este caso los resultados, si bien no son cuantitativos, sefialan
las condiciones higiénicas del lugar. No obstante, hay una relacion bastante aproximada
entre uno y otro método.

El monitoreo debe ser dinamico no solo en su frecuencia, sino en la ubicacion apropiada de
los sitios a monitorear.

Las areas criticas requieren de mayor vigilancia. Una clase 100 (Tabla 17.2) debe
monitorearse en cada tarea, una clase 10.000 se monitorea diariamente. Una clase 100.000
puede monitorearse semanalmente.

Todo dependera de la naturaleza del producto y tipo de proceso involucrado. Cuanto mayor
es la intervencién del personal mayor importancia tendra el monitoreo.

La técnica que se emplea rutinariamente en analisis microbiolégico ambiental es la

sedimentacion por gravedad.

Este método permite determinar la carga microbiana de un ambiente problema. Los

microorganismos suspendidos en el polvo o aerosoles sedimentan sobre la superficie de un

medio rico, no selectivo o bien en medios selectivos contenidos en placas de Petri. Una vez

tomada la muestra mediante la apertura de las placas en el ambiente deseado, estas se

incubaran en las condiciones que favorezcan el crecimiento del tipo de microorganismos que

deseemos estudiar.

Resultados

Se observara la aparicion paulatina de diversos tipos de colonias. Apareceran en primer
lugar colonias bacterianas y al cabo del segundo o tercer dia de incubacion se observaran
las colonias de levaduras, que se asemejan a las bacterianas, asi como las caracteristicas
colonias algodonosas de los hongos filamentosos (Figura 17.1). Se anotaran las
caracteristicas mas importantes de las colonias bacterianas y fungicas, y se realizara un
estudio microscépico de cada una de ellas.

La observacion microscépica de las colonias bacterianas se realizara mediante una tincion
de Gram. Se observara todo tipo de microorganismos, con predominio de cocos y bacilos
esporulados Gram positivos, frecuentemente dispuestos respectivamente en sarcinas y en
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cadenas (Figura 17.2). Los bacilos irregulares que se observaran tienen pared de Gram
positivos, pero se decoloran faciimente y en las preparaciones apareceran como Gram
negativos o tefidos de forma irregular, en bandas o en los extremos. Estos bacilos son muy
pleomorficos unos tienen forma de maza, se agrupan en empalizada o recordando letras
chinas; otros poseen un ciclo de crecimiento de bacilo a coco y algunos originan filamentos.
La observacion microscopica de hongos filamentosos se realizara mediante montaje con
azul de lactofenol. Para ello, se apoya una tira de cinta adhesiva transparente sobre el
micelio, con el fin de que las hifas y esporas queden adheridas. Se deposita una gota de
azul de lactofenol en el centro de un portaobjetos y se adhiere la cinta con el micelio. El
color azul facilita la visualizacion del micelio en fresco (Figura 17.3).

Figura 17.1. Control microbiolégico ambiental.
Aspecto tipico de una placa de sedimentacién por
gravedad mostrando la diversidad microbiana de un
ambiente.

Figura 17.2. Morfologia de algunas bacterias comunes en el aire al microscopio 6ptico.
A. Micrococcus. Tincion de Gram (obj. 100x). B. Bacilos regulares (Bacillus) en tincion Gram
(0bj.100x). C y D. Bacilos irregulares: Corineformes (C) y Arthrobacter (D). Tincion de Gram (obj.
100x). E. Actinomiceto. Montaje con azul de lactofenol (obj. 40x).
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Figura 17.3. Morfologia de hongos al microscopio 6ptico.

A. Levaduras en tincion con cristal violeta (obj. 100x). B. Penicillium. Montaje con azul de
lactofenol (obj. 40x). C. Cladosporium. Montaje con azul de lactofenol (obj. 40x). D. Mucor.
Montaje con azul de lactofenol (obj. 40x). E. Aspergillus. Montaje con azul de lactofenol (obj. 40x).
F. Alternaria. Montaje con azul de lactofenol (obj. 40x).
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Desarrollo Practico N° 17

Consignas:
1. Realizar el control microbiolégico bacteriano empleando una placa de PCA, Agar
nutritivo o Agar Tripticasa Soya.
2. Realizar el control microbiolégico fungico empleando una placa de Hongos y
Levaduras con Cloranfenicol.
3. Recuento e interpretacién de los resultados.

Materiales necesarios
* Asa de siembra
* Mecheros
* Placa de Petri con agar PCA
* Portaobjetos
* Colorantes para tincién simple y de Gram
* Solucion de azul de lactofenol azul de algodon
* Cinta adhesiva transparente
* Microscopio y aceite de inmersién

Actividades
1. Llevar la placa cerrada, con cuidado de que no se abra durante el transporte, al
ambiente cuya carga microbiolégica se desee evaluar.
2. Retirar la tapa y dejar la placa abierta, durante 60 minutos, en un lugar representativo
de dicho ambiente.
3. Pasado este tiempo, cerrar la placa e incubarla a la temperatura adecuada en
funcién del tipo de microorganismos que se desea evaluar.
En caso de una evaluacién micoldgica, se incuban las placas a 25 — 30°C durante 2 a 5
dias. En caso de una evaluacién bacteriolégica, se incuban las placas a 35 — 37°C durante
24 a 72 horas.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

- Guia de Practicas de Microbiologia. Universidad Complutense. Facultad de Farmacia.
Afo 2004/2005.

- De Aquino, Miguel. Saneamiento. Higiene y Sanidad. Ediciones Héctor A. Macchi.
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Trabajo Practico N° 18
MICOLOGIA

Objetivos
¢ Valorar la importancia del estudio micoldgico.
¢ Conocer las técnicas de manejo de cepas fungicas: Subcultivo e identificacién.
e Reconocimiento y caracterizacion de géneros de hongos contaminantes comunes
del ambiente mediante la observacién macroscépica y microscopica.

Introduccién

Los hongos son organismos con nucleo, portadores de esporas, aclordfilos, que por lo
general se reproducen sexual y asexualmente, y cuyas estructuras somaticas por lo comun
filamentosas y ramificadas estan tipicamente rodeadas por una pared celular que contiene:
celulosa, quitina o ambas.

Importancia del estudio de los hongos
Los hongos pueden sernos utiles, proporcionandonos:
1. Alimentos: champifiones, fermentaciones (cerveza, vino, pan, roquefort, salsa de
soja).
2. Sustancias quimicas utiles: acido citrico, acido galico (tintas), resinas, hormonas,
vitamina D.
3. Enzimas de elevada especificidad: amilasa, pectinasas, proteasas.
4. Antibioticos.
5. Biorremediacion.
Los hongos pueden ser perjudiciales causando deterioro de alimentos y objetos diversos.
Son responsables de entidades clinicas como ser:
1. Micosis: enfermedades producidas por hongos: superficiales, cutaneas,
subcutaneas, sistémicas y oportunistas.
2. Micotoxicosis: producidas por la ingestion de metabolitos secundarios tdxicos
biosintetizados por hongos.
3. Micetismo: ingestidon de setas venenosas.
4. Alergia por hongos.

Caracteres generales
Estructuras sométicas
o Hifa (gr. hyphae: tejido): Unidad estructural de los hongos, un filamento tubular.
Constituido por < una pared tubular delgada
un protoplasma > no tabicado, continuo
T tabicado, con septos
e Micelio (gr. myke: seta, hongo): masa de hifas que constituye el cuerpo del hongo.

o Esporas: son pequefas unidades de propagacion producidas por la mayoria de los
hongos y sirve para producir nuevos individuos de la misma especie.

Estructuras reproductivas
Reproduccion es la formaciéon de nuevos individuos que tienen todas las caracteristicas de
la especie.

e Asexual (somatica o vegetativa): no incluye la uniéon de nucleos, células sexuales u
organos sexuales. Puede ser por: fragmentacion del soma, fision, gemacion,
produccién de conidias, etc.

e Sexual: requiere la unién de dos nucleos compatibles. Consta de tres fases:
plasmogamia, cariogamia, meiosis.

La plasmogamia reune dos nucleos haploides en una célula; la cariogamia los reune en uno
diploide, el nucleo zigdtico; y la meiosis restablece la condicion haploide en los cuatro
nucleos que resultan de ella.
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Nutricién y crecimiento
Los hongos obtienen su alimento como <—— parasitos: Infectando organismos vivos

saprobios: atacando sustancia organica muerta
Requieren:
¢ Hidratos de carbono: glucosa, sacarosa, maltosa, etc.
¢ Nitrogeno: a partir de sustratos organicos o inorganicos, sintetizan sus propias proteinas.
e Minerales: C, O, H, N, P, K, Mg, S, B, Mn, Cu, Mo, Fe, Zn.
¢ Vitaminas: algunos deficientes en tiamina y biotina.
Los excesos de nutrientes almacenan como glucogeno o en forma de gotitas de aceite.

Temperatura de crecimiento
La temperatura 6ptima oscila entre 20°C y 30°C. La mayoria crecen entre 0°C y 35°C.

Aislamiento de hongos del medio ambiente

La importancia de reconocer los hongos contaminantes comunes radica en que se encuentran
en el ambiente y estos pueden crecer sobre medios inoculados con distinto tipo de materiales
procedentes de lesiones humanas, alimentos, o bien pueden contaminar un cultivo puro.

Los contaminantes comunes del ambiente mas frecuentemente observados son:
Deuteromycetes, Fungi imperfecti u Hongos imperfectos, Zygomycetes, Levaduras.

Taxonomia

Una de las clasificaciones mas aceptadas es la que divide el Reino Fungi en dos divisiones:
Mixomycota y Eumycota.

Mixomycota son hongos inferiores de pared delgada del tipo gelatinosos.

Los Eumycota son considerados hongos superiores, de acuerdo a su tipo de reproduccion
sexual o asexual, estan constituidos por 5 subdivisiones: Mastigomycotina, Zygomycotina,
Ascomycotina, Basidiomycotina y Deuteromycotina o Fungi imperfecti por no encontrarse a
estos ultimos formas de reproduccion sexual.

La diferencia taxondmica de los grupos fungicos se basa en los aspectos que se resumen
en la clave de identificacion.

Clave de identificacion. Diferenciacion taxonémica de los grandes grupos flngicos.

1a. Colonias formadas por células con capacidad de gemacion, generalmente carentes de
micelio > LEVADURAS
1b. Colonias con abundante micelio vegetativo. Presencia de conidios o de esporas - 2

2a. Presencia de ascosporas >ASCOMYCETES
2b. Presencia de basidiosporas >BASIDIOMYCETES
2c. Ausencia de ascosporas o basidiosporas >3

3a. Micelio no septado o con pocas septas. Las esporas se forman endégenamente en
esporangios > ZIGOMYCETES

3b. Micelio septado. Los conidios no se originan en esporangios, sino a partir de células
especializadas > DEUTEROMYCETES

DESCRIPCION DE LOS PRINCIPALES CONTAMINANTES FUNGICOS AMBIENTALES

DEUTEROMYCETES

En la clase Deuteromycetes u Hongos imperfectos se incluyen todos aquellos hongos que
poseen micelio septado de los cuales solo se conoce su forma asexual o anamorfa. Cuando
se les conoce la fase sexuada o teleomorfa la mayoria se encuentran relacionados con los
Ascomycetes y otros con los Basidiomycetes.

En esta clase se clasifican la mayoria de la especies fungicas de interés como importantes
contaminantes de los alimentos, muchos de los cuales son capaces de elaborar y acumular
metabolitos secundarios toxicos o micotoxinas.
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Son saprdfitos pero entre ellos se encuentran algunos que son parasitos y causan dafo a
vegetales, animales y al hombre. Poseen micelio septado. La propagacion tiene lugar por
medio de conidios, elementos de propagacion asexuales, inméviles. Son de tamafo y
formas distintas que pueden formarse individualmente, sincronicamente o en cabezas
caracteristicas. Las hifas fértiles se denominan conidiéforos.

La mayoria esporulan adecuadamente en agar Sabouraud, Czapeck, extracto de malta,
incubados a 25 - 28°C durante 7 - 10 dias.

Los géneros mas frecuentes son: Penicillium, Aspergillus, Alternaria, Curvularia,
Escopulariopsis, Trichotecium, Fusarium, etc.

e Penicillium

Observacién macroscoépica: la colonia compacta de crecimiento lento (28 mm de diametro
en 8 dias), es al principio blanca, pero después toma color verde azulado y aspecto muy
polvoriento debido a la abundante produccidn de conidios a partir del micelio aéreo.
Observacién microscopica: las hifas portadoras de conidios forman el pincel o cepillo. Los
conidios aparecen en cadenas no ramificadas y parten de los extremos de los esterigmas
los cuales se hallan dispuestos en verticilio, en los extremos de pequenas piramides o
métulas que nacen de las ramas, del conidioforo (Figura 18.1).
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Fialides

. L ]
g, -
_ \ e
Figura 18.1. Penicillium: a) Monoverticilados, b) Biverticilados, ¢ - d) Terverticilados y €)
Foto-micrografia.

e Aspergillus

Observacién macroscépica: la colonia crece rapidamente (50 mm. de diametro en 8 dias),
es al principio blanca variando la pigmentacioén posteriormente de acuerdo a la especie. Por
ejemplo: en el Aspergillus niger se torna negra; en el Aspergillus fumigatus se torna verde-
grisacea, etc.
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Figura 18.2. Aspergillus: a y b) Fotomicrografias, c) A. fumigatus y d) A. flavus.
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Observacién microscopica: la estructura portadora de conidios es una hifa alargada, no
tabicada ni ramificada, que nace de una célula pie, en el micelio. Se ensancha en el extremo
formando una vesicula, productora de esterigmas (disposicion que varia de acuerdo a la
especie). En el Aspergillus niger y A. flavus los esterigmas cubren totalmente la vesicula y
en el Aspergillus fumigatus cubren la mitad de la vesicula. Los conidios parten de los
extremos de los esterigmas, formando cadenas no ramificadas (Figura 18.2).

e Alternaria

Observacién macroscoépica: la colonia de crecimiento rapido (40 mm de diametro en 4 dias),
desarrolla un micelio corto, gris al principio, después negra con periferia grisacea. El reverso
de la colonia es negro.

Observacién microscopica: a partir de los extremos de los conidiéforos se producen los
conidios muriformes tipicos en cadena, de color oscuro y con tabicaciones longitudinales y
transversales. Cualquier célula del conidio puede producir un tubo germinal (Figura 18.3).
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Figura 18.3. Alternaria: a) Esquema y b) Fotomicrografia.

e Curvularia
Observacién macroscoépica: semejante al anterior.
Observacion microscopica: posee conidios pardos con tabicaciones transversales (Figura 18.4).

10 pm

Figura 18.4. Curvularia: a) Esquema y b) Fotomicrografia.

e Scopulariopsis

Observacién macroscoépica: colonia de crecimiento lento (30 mm. de diametro en 9 dias), es
al principio membranosa, rugosa y sin vellosidades, hasta que aparecen hifas aéreas y
conidios que dan al cultivo aspecto polvoriento y color pardo claro.

Observacion microscépica: las hifas portadoras de racimos de conidios se parecen
superficialmente al pincel del Penicillium. Los esterigmas, que sostienen cadenas no
ramificadas de conidios de pared rugosa, pueden agruparse en las ramas de un conidioforo
corto (Figura 18.5b) o aparecer aisladas a lo largo de las hifas aéreas (Figura 18.5c).
Caracteristicamente los conidios se vuelven mas grandes a medida que se alejan de la
célula conidiégena. Los conidios tienen forma caracteristica de limén (Figura 18.5a).
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Figura 18.5. Scopulariopsis: a) Esquema, b y ¢) Fotomicrografia.

e Trichotecium

Observacion macroscopica: hongo de crecimiento rapido (70 mm. de didmetro en 9 dias)
que produce micelio aéreo algodonoso blanco que gradualmente toma color rosado.
Observacion microscopica: conidiéforo no ramificado, largo, delgado, portadores en su
extremo de racimos de conidios bicelulares, piriformes de paredes lisas (Figura 18.6).

Figura 18.6. Trichotecium: a) Esquema y b) Fotomicrografia.

e Fusarium

Observacion macroscoépica: hongo de crecimiento rapido, al principio blanco algodonoso, pero
rapidamente algunos desarrollan color rosa intenso en el centro y rosado claro en la periferia.
Observacién microscopica: ramas cortas de hifas dan origen a conidios verticilados de los
cuales parten conidios multitabicados, largos en forma de hoz o de media luna, terminados
en punta, tipico del género (Figura 18.7).
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Figura 18.7. Fusarium: a) Esquema y b) Fotomicrografia.
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e Cladosporium

Observacién macroscoépica: hongo de crecimiento rapido, de aspecto aterciopelado, puede
presentar colores que van desde el azulado o verde petroleo en el anverso (semejando
colonias de penicillium), algunas veces marron oscuro pero que siempre son negros en el
reverso. Son contaminantes comunes del suelo, plantas y elementos de deterioro.
Observacién microscopica: ramas cortas de hifas dan origen a cadenas de conidios ovalados
a esferoidales que caracteristicamente se disponen en aspecto arborescente (Figura 18.8).
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Figura 18.8. Cladosporium: Fotomicrografias (arriba). Aspecto de las colonias en MEA y PDA.

ZIGOMYCETES

Los Zigomycetes habitan en el agua, en el suelo, sobre cualquier sustrato que contenga
sustancia organica (cascara de frutas, etc.) o se encuentran constituyendo parte de la
micoflora atmosférica de diversos habitats. Pueden ser parasitos y saprobios, algunos de
gran importancia econémica, como ciertas especies que son utilizadas en las industrias de
las fermentaciones, mientras que unas pocas ocasionan enfermedades en los animales y en
el hombre. Se caracterizan por poseer un micelio cenocitico (no tabicado). El unico septo
que se forma de manera constante es el que separa los 6rganos especializados como el
esporangio y zigosporas del micelio estéril. En algunos géneros aparecen septos en el
micelio, pero este no es un caracter constante y es poco frecuente.

La reproduccion asexual tiene lugar por medio de esporangiosporas que se origina de forma
endégena a partir de esporangios globosos o piriformes con o sin columela o en
merosporangios. Algunos géneros se caracterizan por poseer una apdfisis. Otras estructuras
son los estolones o hifas especializadas que se adhieren al sustrato por medio de los rizoides.
La reproduccién sexual tiene lugar por fusion de dos gametangios multinucleados y de ello
se origina una zigospora de color amarillento 0 marronaceo en ocasiones negruzca, cubierta
de espinas u otro tipo de proyecciones externas. Las dos partes de la hifa que sostiene a la
zigospora reciben el nombre de suspensores.

Los géneros mas frecuentes son: Rhizopus, Absidia, Mucor, Cunninghamella,
Syncephalastrum, etc.

e Rhyzopus

Caracteristicas macroscoépicas: el crecimiento es voluminoso y rapido, filamentoso, grueso y
lanoso. Micelio blanco que se torna gris esparcido con puntos negros 0 marrones
(esporangios).
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Caracteristicas microscopicas: el micelio es no septado y sin color, el cuerpo de fructificacion
consiste en largos tallos (esporangiéforos) sobremontados por esporangios esféricos. Los
esporangios son de paredes oscuras, cuando maduran presentan una columella y estan llenos
de esporas hialinas esféricas. Los esporangioforos no son ramificados y aparecen en racimos
en disposicion opuesta al rizoide a lo largo de una rama horizontal (estolon) (Figura 18.9).

Esporangio
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Figura 18.9. Rhyzopus: a) Esquema y b) Fotomicrografia, c) Fotomicrografia de un rizoide.

e Mucor

Caracteristicas macroscopicas: la colonia es de crecimiento rapido llenando la caja de Petrien 5
a 7 dias con un micelio aéreo, esponjoso que es primero blanco y luego se torna gris o0 marrén.
Caracteristicas microscopicas: el micelio es no septado, sin color y sin rizoide (el micelio viejo
puede mostrar una irregularidad en las paredes que semejan septas). El esporangiéforo se
eleva del micelio grueso y erecto como un tallo. Puede o no estar ramificado con un
esporangio esférico terminal con muchas esporas. La columella esta siempre y pueden quedar
remanentes de la pared esporangial después que las esporas han salido liberadas, formando
el collarete. Las zigosporas son producidas por algunas especies (Figura 18.10).

Esporangiosporas
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Figura 18.10. Mucor: a) Esquema y b) Fotomicrografia.

e Absidia

Caracteristicas macroscopicas: colonia blanca al principio, luego gris palido, vellosa y de
crecimiento muy rapido, prospera mas que la mayoria de los hongos en los medios
bacterioldgicos.

Caracteristicas microscopicas: el género difiere en varios aspectos del Rhyzopus. Los
rizoides y estolones no estan claramente diferenciados; los esporangioforos nacen de los
estolones y no de los puntos de unién de los rizoides. Los esporangios son relativamente
pequenos y piriformes, el rango mas caracteristico de todo es la presencia de una apdfisis
bien definida, es decir un pie o una prominencia infundibuliforme del esporangio en el punto
en que se unen las paredes de este y la columella (Figura 18.11).

56



Esporangio

Figura 18.11. Absidia: a) Esquema y b) Fotomicrografia.

e Syncephalastrum

Caracteristicas macroscopicas: la colonia es de crecimiento rapido y exuberante, semejando
a la colonia de Rhyzopus nigricans.

Caracteristicas microscopicas: las esporas se forman en largos esporangios tubulares radiados
desde un engrosamiento en el extremo del esporangiéforo. Cuando se hacen preparados y se
observan a pequefio aumento las cabezas muestran un sorprendente parecido a las del
Aspergillus. A gran aumento se ven las cadenas de esporas encerradas en membranas
tubulares, y si sigue el desarrollo de las estructuras de esporulacion, se observaran que las
esporas se forman exactamente como un tioo normal de esporangio (Figura 18.12).

Figura 18.12. Fotomicrografias de Syncephalastrum.

e Cunningamella

Caracteristicas macroscopicas: micelio blanco, flocoso, ligeramente engrosado y ramificado.
Caracteristicas microscopicas: las hifas son ligeramente engrosadas, el eje principal asi como
las ramas laterales terminan en cabezas esféricas ornamentadas con pequefias hinchazones
que son el punto de inserciébn de los conidios. Los conidios son esféricos u ovales
frecuentemente con una irregularidad externa, la membrana externa es espinosa y con agujas
de cristal. Las clamidosporas son globosas intercalandose en el micelio (Figura 18.13).
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Figura 18.13. Cunningamella: a) Esquema, b y c) Fotomicrografia.
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Desarrollo Practico N° 18

Consignas

1.
2.
3.

Observacion de las caracteristicas macroscopicas de las colonias fungicas.
Reconocimiento de colonias de mohos y levaduras.
Identificacién genérica de colonias de mohos (hongos filamentosos).

Materiales necesarios

AsaenlL

Mecheros

Placa de Control ambiental en HyL
Portaobjetos

Cubreobjetos

Solucién de azul de lactofenol azul de algodén
Cinta adhesiva transparente

Microscopio y aceite de inmersion

Actividades

1.

2.

Recuento de contaminantes ambientales: bacterias en placas de PCA y hongos en
placas de HyL.

Observaciéon y reconocimiento de hongos contaminantes comunes provistos por la
catedra. Describir y esquematizar.

Observacion y clasificacion genérica de contaminantes comunes aislados en sus
placas de control ambiental.

Volcar los resultados en la tabla en pizarra: resultados de los recuentos y el nombre
de las cepas fungicas identificadas.

Consideraciones generales
Las técnicas que se usan en micologia son en general similares a las utilizadas en
bacteriologia. Hay sin embargo diferencias que son importantes de puntualizar:

En todo momento, tanto por la proteccion de los estudiantes como por la seguridad y
mantenimiento de los cultivos puros, es necesario trabajar bajo condiciones de
esterilidad.

Se usa un ansa con alambre de nicrén cuyo extremo puede adoptar la forma de
aguja, o forma de L, gancho, especialmente para transferir la fase micelial. Un par de
agujas para apartar las densas masas de micelio y separar partes sobre el
portaobjeto antes de la observacién microscopica.

Es preferible usar tubos de ensayo de diametro considerable a tubos angostos. Esto
permite una base grande de agar en el fondo del tubo, la que evita que se deseque el
medio durante la incubacién de varias semanas a que se somete.

Se debe trabajar sobre una mesada perfectamente libre de otro material, previamente
desinfectada con solucién antiséptica de preferencia que contenga yodo. Se aconseja
colocar sobre la misma, en el area de trabajo, papel de filtro u otro absorbente con
desinfectante.

Trabajar siempre al lado de un mechero, si es posible dentro de cabinas de seguridad
biolégica y evitar todo tipo de corriente de aire que favorezcan la dispersion de las
esporas y la contaminacion de los cultivos.

Finalizada la tarea se debe descartar el material en la misma solucién antiséptica,
solucién de fenol al 10% o en su defecto en una solucidon de agua-lavandina.

Recordar la desinfeccién de las mesadas una vez concluido el trabajo.
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Examen de los cultivos

¢ Morfologia macroscoépica
Observar la morfologia de las colonias después de un periodo de 1 a 3 semanas, tomando
nota de las siguientes caracteristicas:

- Velocidad de crecimiento

- Topografia general (plana, levantada, regular, cerebriforme, etc.)
Textura (cremosa, pulverulenta, granular, algodonosa, aterciopelada, etc.)
Pigmentacion en la superficie

- Pigmentacion en el reverso
Cuando se describe la morfologia macroscoépica de una colonia siempre deben especificarse
el tipo de medio y las condiciones ambientales de los cultivos. Los datos se pueden volcar
en el siguiente cuadro.

Cuadro N° 1. Descripcion de las colonias.

Nombre Medio de Velocidad Colorenla | Coloren | Topografia| Textura | Bordes
cultivo crecimiento | superficie |elreverso

e Morfologia microscoépica
Hongos filamentosos. Usando técnica estéril, remover una pequena cantidad de la colonia
en estudio con el ansa. Colocar el material sobre una gota de solucién fisiolégica (SF) o
lactofenol azul y separar en partes si es necesario. Colocar el cubreobjeto y observar con
objetivo seco de menor aumento, cuando se ha localizado lo que se desea observar, usar el
objetivo seco de mayor aumento. Si hay esporas o fructificaciones es posible identificar el
cultivo por esta observacidbn microscépica. A menudo hay que recurrir a otros
procedimientos como ser:
- Preparacion de microcultivos, para determinar la relacion de las esporas con los
conidiéforos.
- Usar medios especiales para inducir esporulacion o producir una particular estructura
0 un especial tipo de cultivo.
- Usar pruebas fisiologicas o nutricionales para determinar las caracteristicas
fisiolégicas del hongo aislado que permitan su identificacién.
- En algunos casos es necesario hacer pruebas de patogenicidad en animales para
identificar un cultivo.
- Se puede recurrir a distintas técnicas de coloraciones, realizando previamente la
fijacion del extendido.

Cuadro N° 2. Descripcién microscopica.

Nombre Tipo de micelio Tipo de esporo Forma de fructificacion

Hongos levaduriformes
Preparacion de los extendidos para la observacion microscopica de levaduras:
- Tomar con un ansa ojal, previamente esterilizada a la llama una pequefia porcion de la
colonia y extenderla sobre una gota de SF, agua o lactofenol azul, en el portaobjeto.
- Colocar un cubreobjeto y realizar la observacién a bajo aumento.
Se puede realizar tincion de Gram de los extendidos de las colonias levaduriformes de la
misma manera que se procede con las bacterias
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Trabajo Practico N° 19
TECNICAS INMUNOLOGICAS

Objetivos
e Conocer las principales técnicas inmunoldgicas utilizadas en la deteccion de
sustancias de interés.
e Comprender los mecanismos de funcionamiento de las técnicas analiticas
basadas en reacciones Ag-Ac.
e Realizar determinaciones de sustancias mediante las técnicas analiticas
inmunoldgicas mas comunes.

Fundamento de las técnicas inmunolégicas

Las técnicas inmunolégicas se basan en la interaccion Antigeno-Anticuerpo (Ag-Ac), que
constituyen asociaciones bimoleculares de alta afinidad y especificidad. La especificidad de
un Ac por su Ag ha llevado al desarrollo de una amplia variedad de ensayos que pueden ser
utilizados para la deteccion de cualquiera de los dos componentes (Ag o Ac) en una mezcla
o fluido bioldgico.

Dada la especificidad de la reaccion Ag-Ac, esta ha sido utilizada con magnificos resultados
en la diferenciacién e identificacion de microorganismos, hematies, antigenos solubles, asi
como en la investigacion y cuantificacion de anticuerpos séricos, sobre todo con fines de
diagnéstico.

Utilidad de las técnicas inmunolégicas
Las técnicas inmunoldgicas son herramientas utilizadas en:

1. El campo de la microbiologia para el diagndstico de enfermedades causadas por
distintos microorganismos (bacterias, virus, parasitos, hongos), control de la
evolucion de la enfermedad y su tratamiento. Ademas en la tipificacion de sub-
especies microbianas pertenecientes a un mismo género, ejemplo: E. coli O157:H7.

2. En el campo de la epidemiologia se usan técnicas inmunolégicas para confirmar u
orientar un brote epidémico, una situacion de endémia, etc.

3. En el campo de la inmunologia se evaluan fundamentalmente respuestas y funciones
inmunoldgicas del individuo, inmunodeficiencias o alteraciones del sistema inmune
(hipersensibilidad o alergias).

4. Pruebas diagnésticas no infecciosas, son usadas también para estudios no
relacionados a infecciones como son la determinacion de grupos sanguineos,
pruebas de histocompatibilidad en transplante de organos, diagnosticos de
embarazo, enfermedades endécrinas, pruebas de paternidad.

Identificacién de moléculas de interés médico o bioldgico.

Desarrollo de Kits de deteccion y cuantificacion de biomoléculas de interés humano y
animal, que se hallan en muy pequefas cantidades para lograrlo por otros métodos.
Ejemplo: Micotoxinas en alimentos y piensos.

La confiabilidad y reproducibilidad de las técnicas inmunoldgicas dependeran de la calidad
de los reactivos utilizados y del estricto control y valoracion de los elementos y variables que
intervienen en las pruebas.

oo

Interacciéon antigeno-anticuerpo

La interaccion entre un Ac y su Ag correspondiente involucra a varias uniones no covalentes
entre el determinante antigénico o epitope del Ag y la region variable o paratope de la
molécula de Ac. Dado que este tipo de interacciones son reversibles, las asociaciones Ag-
Ac pueden ser disociadas en condiciones particulares. Factores tales como variaciones de
temperatura, concentracion salina, el estado fisico del antigeno y la valencia de los Ac
(multi, bi o monovalente), asi como el rango de concentraciones (pg, ug o mg) son factores
fundamentales que condicionan la visualizacion o no del complejo inmune formado.

La unién del antigeno con su anticuerpo especifico y la formacion del complejo inmune se
denomina interaccién primaria.
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Esta interaccion se basa en la reaccion entre el determinante antigénico o epitope con la
region variable o paratope del anticuerpo. Se conforman estructuras tridimensionales
complementarias entre el epitope y el paratope, por medio de grupos quimicos, radicales o
de atomos y se establece asi la especificidad reaccional.

Esta union es de tipo no covalente, puentes hidrogeno, enlaces electrostaticos, fuerzas de
Van der Waalls, etc., y responden a diferentes constantes cinéticas que dan origen a
interacciones reversibles segun sean de asociacion (Ka) o de disociacion (Kd):

Ka

Ag + Ac & (Ag-Ac)
Kd

Esta ecuacion expresa la tendencia al equilibrio cuya constante (Ke) estara dada por:

Ke = Ka = [Ag-Ac]
Kd [Ag] [Ac]

El grado de afinidad de la interaccion va a estar determinado por las fuerzas de union entre
el grupo determinante del antigeno y la regién complementaria del anticuerpo.
La interaccion primaria no es observable a simple vista, por lo que para ponerla de
manifiesto se utilizan distintas técnicas inmunoldgicas.
La interaccién secundaria es una consecuencia directa pero no obligada de la interaccion
primaria.
En un sistema in vitro de Ag y Ac, a la formacion de complejos inmunes (interaccion
primaria) le sigue una reaccion inespecifica, con la constitucién de una red macromolecular
tridimensional, que se manifiesta por la aparicion de agregados visibles (interaccion
secundaria).
La interaccion secundaria va a depender de multiples variables que estan relacionadas al
Ag, al Ac y a las condiciones de reaccion:
- Antigenos: preferentemente polivalente y poliespecificos.
- Anticuerpos: bivalentes (Ig G) y heterogéneos para los distintos epitopes del Ag.
- Las condiciones de la reaccion se refieren a: presencia de electrolitos, pH neutro,
temperatura adecuada (37°C).
En la interaccion in vitro de un antigeno con su correspondiente anticuerpo se distinguen
dos etapas:
e Lareaccién primaria no visualizable.
e La reaccién secundaria, que sigue a la anterior y se caracteriza por la apariciéon de
un fendbmeno visible como la aglutinacion, la precipitacion, etc.
Los complejos iniciales que se forman rapidamente y sobre los que, dentro de ciertos
limites, las variaciones de temperatura y concentracion salina tienen poca influencia, se
agregan luego para dar diferentes fendmenos visibles cuyas caracteristicas dependen en
gran parte del estado fisico del antigeno. Esta etapa se acelera con la temperatura, la
agitacién y no depende de la concentracion salina.
Es importante separar las etapas de la reaccién Ag-Ac. Puede ocurrir que se demuestre la
presencia de anticuerpo por interaccion primaria, pero que este no sea detectable por
interaccion secundaria. Esto puede deberse a:
e Variaciones cuantitativas, ya que para conseguir fendémenos visibles son
indispensables determinadas concentraciones de anticuerpo, y
e Variaciones cualitativas, inherentes a las propiedades de la clase de inmunoglobulina
comprometida en la respuesta inmune, asi como las caracteristicas del ligando en el
antigeno.
Para que la reaccién antigeno anticuerpo sea visible es necesario que la proporcién entre
ambos sea dptima o equivalente (ZONA DE REACCION O ZONA DE EQUIVALENCIA). La
formacion de los complejos antigeno anticuerpo en una forma visible se explica por la Teoria
del enrejado, que considera que la composicion del precipitado formado es una consecuencia
del modo en que anticuerpo y antigeno se han unido. Dada la bivalencia del anticuerpo y la
multivalencia del antigeno, las posibilidades de combinacién varian segun que:
- Enla mezcla exista exceso de anticuerpo.
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- Enla mezcla exista equivalencia de ambos.
- Enla mezcla exista exceso de antigeno.

Esto dara origen a tres instancias probables en la aparicién de la interaccion secundaria,

Figura 19.1:

a) Fendmeno de prozona: cuando en la solucidon hay una concentracién relativa muy
elevada de Acs con respecto a los antigenos. Hay interaccion primaria, no hay
interaccion secundaria.

b) Fendmeno de equivalencia inmunolégica: cuando en la soluciéon hay una concentracion
adecuada o equivalente (no igual) de Ags y Acs. Ademas de la interaccion primaria, hay
interaccion secundaria.

c) Fenomeno de postzona: cuando en la solucién hay una concentracion relativa muy elevada
de Ag respecto de la concentracion de Ac. Hay interaccidon primaria, no hay interaccion
secundaria.

Exceso de Ac Concentraciones equivalentes Exceso de Ag

L
>4k
—( T Xl%
ERERL -

Fenémeno de PROZONA PRECIPITACION Fenoémeno de POSTZONA

Figura 19.1. Influencia de las concentraciones relativas de los reactantes en una reaccion
de inmunoprecipitacion.

Tipos de técnicas inmunolégicas

La respuesta inmune puede ser evaluada mediante técnicas inmunoldgicas. Estas pueden
ser in vivo cuando se realizan sobre el paciente o animales de prueba, o in vitro cuando se
realizan sobre muestras obtenidas del paciente o animales de prueba pero sobre un
portabjeto, tubos, placas, etc.

A las técnicas in vitro, se las pueden clasificar de acuerdo a:

Tipo de inmunidad que evalGan

a) Medicion de la inmunidad humoral (Acs) o la presencia de Ags. A las técnicas para medir
la inmunidad humoral o la presencia de Ag se las denominan técnicas seroldgicas.

b) Medicién de la inmunidad celular.

Se estudiaran los Acs en la muestra del paciente (suero o liquidos corporales) con Ag

conocidos (reactivos de laboratorio) o Ags en la muestra del paciente contando con

antisueros especificos (reactivos de laboratorio).

Tipo de incognitas

Cuando consideramos un diagnéstico de laboratorio (cualquiera sea la técnica), este puede
ser directo o indirecto, sera una técnica directa cuando nuestra incognita es el antigeno, y
una técnica indirecta cuando la incognita son los anticuerpos correspondientes (formados en
respuesta al antigeno).

Tipo de deteccion

Con las técnicas cualitativas se intenta demostrar la presencia o ausencia de Acs o Ags.

Con las técnicas cuantitativas se busca establecer la cantidad o concentracion de Acs o Ags
segun lo que se quiera determinar. Para establecer la cantidad se usan técnicas
denominadas semi cuantitativas con las que habitualmente se busca encontrar el titulo de
Acs en el suero del paciente.

Titulo del suero: si se busca Acs en el suero se denomina titulo de un suero a la minima
cantidad del suero (o sea la mayor dilucion del mismo) que reacciona con una cantidad
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constante del Ag correspondiente previamente titulado, en forma tal que se hace manifiesta
su presencia con una determinada técnica inmunoldgica.
Para establecer el titulo de un suero se hacen diluciones seriadas del mismo, se enfrenta al
Ag de concentracién conocida, observandose hasta la ultima dilucion que resulta positiva y
este sera el titulo del suero para dicha prueba serologica.

Variables inmunolégicas

Cuando se analizan las técnicas inmunolégicas se deben tener en cuenta dos variables
fundamentales como son: especificidad y sensibilidad.

Especificidad: es la capacidad de una técnica inmunolégica de identificar unicamente al Ag o
al Ac para la que fue disefiada.

Sensibilidad: es la capacidad de una prueba para poner de manifiesto el menor nivel de
concentraciones de Acs o Ags.

Las técnicas inmunoldgicas altamente sensibles tienen la cualidad de detectar muy bajas
concentraciones de Acs o Ags, las técnicas poco sensibles necesitan mayores
concentraciones de Acs o Ags para poder detectarlos.

En ocasiones, no muy frecuentes, en las que el huésped produce una gran concentracién de
Acs y que aplicadas las técnicas dan resultados falsos negativos (FR-), esta situacion se
explica teniendo en cuenta lo que sucede en la interaccion secundaria cuando hay un
exceso de Acs llamado fenémeno de prozona.

Tabla 19.1. Niveles de sensibilidad para alguna pruebas inmunolégicas.

PRUEBA ug de Acs/ml*
IDD (inmunodifusién doble) 18.7-62.5
IDR (inmunodifusion radial) 18.7-62.5
IEF (inmunoelectroforesis) 18.7-125
FC (fijacién del complemento) 0.6
IF (inmunofluorescencia) 0.6
AD (aglutinacion directa) 0.06-3.1
AP (aglut. pasiva o indirecta) 0.006-0.06
ELISA (enzimoinmunoensayo) <0.006
RIA (radioinmunoensayo) <0.006

*Concentraciones minimas de Acs detectables)

Clasificacion de las pruebas serolégicas

Las pruebas serolégicas se pueden dividir en dos grandes grupos.

a) Pruebas de lectura directa: son las pruebas que se basan en la interaccion primaria y
secundaria entre Acs y Ags, se leen por la aparicion de un agregado o precipitado
visible. Técnicas de floculacién, precipitacion y aglutinacion.

b) Pruebas de lectura indirecta: se basan en la interaccién primaria solamente, son de
lectura indirecta, porque no se pueden observar a simple vista. Incluyen: fijacion de
Complemento (FC), Enzimoinmunoensayo (ELISA), Radioinmunoanalisis (RIA),
Inmunoblotting (WB), Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

DIRECTA
INDIRECTA O PASIVA ]
INHIBICION DE LA HEMAGLUTINACION

\ 4

1. AGLUTINACION

REVERSA PASIVA
A. Pruebas de
lectura directa EN MEDIO LIQUIDO:
— Floculacién

EN MEDIOS SOLIDOS:
— IDD. Inmunodifusion doble
— IDR. Inmunodifusion radial
— IEF. Inmunoelectroforesis
— CIEF. Contrainmunoelectroforesis

A\ 4

2. PRECIPITACION
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1. FIJACION DEL COMPLEMENTO (FC)

B. Pruebas de INMUNOFLUORESCENCIA

PR ENZIMOINMUNOENSAYO
lectura indirecta RADIOINMUNOANALISIS
INMUNOBLOTTING (WB)
PCR

v

2. INMUNOMARCACION

A. Pruebas de lectura directa

1. Técnicas de Aglutinacion
Las reacciones de aglutinacion consisten en el agrupamiento de una suspensién de
particulas que se debe a la reaccién entre un antigeno presente en las particulas
(aglutinégeno) y un anticuerpo especifico de él (aglutinina).
Se basan en la aparicién de una aglutinacion visible a simple vista cuando se enfrentan
antigenos particulados (bacterias, glébulos rojos, células, particulas inertes) con sus
anticuerpos especificos (solubles).
Las particulas pueden ser vitales o inertes. Como particulas vitales se emplean hematies y
bacterias. Las particulas inertes pueden ser de carbdn vegetal, latex, bentonita, gelatina, etc.
Si la particula utilizada en la aglutinaciéon es un hematie, se dice que es una reacciéon de
hemaglutinacion.
Ventajas:
- Alto grado de sensibilidad.
- Se pueden detectar una gran cantidad de antigenos mediante estas pruebas.
Desventajas:
- Son meramente cualitativas.
- Son dificiles de cuantificar. Una forma de dar una idea aproximada de la cantidad de
sustancia problema, consiste en asignar mas o menos cruces (+ a ++++) a la
aglutinacion.

Aglutinacion directa (AD)

Las pruebas de aglutinacion directa son aquellas en las que la aglutinina reacciona con un
aglutinégeno presente en una forma natural en la superficie de un tipo de células. Figura
19.2. En este caso el antigeno siempre es una particula vital (bacteria o hematie). Permite la
deteccidon de Ag o Ac. Puede ser cualitativa o cuantitativa.

o=
L

Ag incluido Ac anti -Ag Aglutinacién
en células

Figura 19.2 Aglutinacion Directa.

La aglutinacién directa cualitativa se realiza en medio liquido enfrentando Acs conocidos con
un Ag desconocido (o viceversa), luego de unos minutos de agitacion (favorece el fenédmeno)
se observa la aglutinacién. Ejemplo: deteccion de grupos sanguineos (hemaglutinacion).

La aglutinacién directa cuantitativa solo permite una estimacion aproximada de los Acs de la
muestra en estudio. Se realiza en medio liquido procediendo a la titulaciéon del suero.
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Ejemplo: deteccion de anticuerpos antisalmonellas para el diagndstico serolégico de fiebre
tifoidea, deteccion de Acs antibrucelas en el diagndstico serolégico de brucelosis, deteccién
de anticuerpos antitoxoplasma gondii.

Pueden presentar problemas del fendbmeno de prozona.

Aglutinacion indirecta (Al) o pasiva (AP)

Las pruebas de aglutinacion indirecta o pasiva son aquellas en las que la aglutinina reacciona
con un aglutindégeno que ha sido transferido pasivamente a la superficie de una particula vital
o inerte, Figura 19.3. Esta técnica inmunolégica se basa en que los Ags solubles pueden
fijarse sobre particulas mas grandes. Ejemplo: glébulos rojos, particulas de latex, etc.

Muchos Ags se unen espontaneamente a los globulos rojos de distintas especies, otros Ags
pueden ser adsorbidos a los glébulos rojos mediante técnicas especiales (usando acido tanico
o glutaraldehido). Estos glébulos rojos recubiertos o sensibilizados se utilizan en muchas
técnicas de aglutinacion pasiva para la deteccion de Acs contra hongos, bacterias, protozoos.
También los Ags pueden pegarse a particulas inertes de bentonita o de latex.

Ejemplo de estas técnicas: la deteccidén del factor reumatoideo, proteina C reactiva,
antigenos meningococcicos, anticuerpos anti Tripanozoma cruzi.

Esta técnica es mas sensible que la aglutinacion directa.

SENSIBILIZACION

Particula Ag Particula sensibilizada
con el Ag

Particulas sensibilizadas Ac anti -Ag Aglutinacion

Figura 19.3. Aglutinacion indirecta.
Inhibicién de la hemaglutinacién
Existen virus que pueden aglutinar los glébulos rojos de ciertas especies. Esta cualidad
permite detectar Acs especificos contra ese virus en el suero del paciente, ya que este se
unira especificamente al virus y este perdera asi su capacidad de aglutinar los glébulos
rojos, es decir se inhibe la hemaglutinacién viral, lo que indica la presencia del anticuerpo
respectivo. Ejemplo: en la deteccién de Acs anti rubéola, sarampion y otros.

Aglutinacion reversa pasiva (ARP)

Es una técnica similar a la AP que se utiliza para detectar Ags, por lo que los globulos rojos
o las particulas inertes son sensibilizadas o pegadas con los Acs especificos, Figura 19.4.
Es una técnica altamente sensible. Ejemplo: deteccion del Ag de superficie del virus de la
hepatitis B.
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Figura 19.4. Aglutinacién reversa pasiva.

2. Pruebas de precipitacion
Las reacciones de inmunoprecipitacién se producen cuando un Ag soluble interacciona con
su Ac especifico, formandose unos complejos Ag-Ac que se organizan entre si, dando lugar
a una especie de enrejado insoluble. Estas técnicas inmunolégicas se basan en la aparicion
de un precipitado visible cuando se enfrentan Ags solubles con sus Acs especificos. Se
fundamenta en la interaccion primaria y secundaria.
Para que este tipo de reaccién se produzca, tanto el Ag como el Ac han de ser
multivalentes, es decir, mientras que el Ag debe poseer varios determinantes antigénicos (4
0 5), basta con que el Ac tenga, al menos, 2 sitios de combinacién con el Ag.
A medida que los Ac van uniéndose a determinantes antigénicos de distintas moléculas de
Ag, van formandose complejos inmunes cada vez mas grandes, que acaban volviéndose
insolubles y precipitando.
Ventajas:

- Alta especificidad.

- Pruebas cuantificables.

- Bajo costo.
Desventajas:

- Baja sensibilidad.

- Detectan solo Acs precipitantes.
Las pruebas de precipitacién se pueden realizar en medio semisdlido o en medio liquido y
en ambos casos pueden ser cualitativas o cuantitativas.

Precipitacion en medio liquido

Las reacciones de inmunoprecipitacion, realizadas en un medio liquido, que generan un
gran precipitado cuyos componentes estan unidos laxamente, reciben el nombre de
“Reacciones de floculacion”.

La mas conocida es la reaccion de VDRL para la deteccion de Ac anti Treponema pallidum.
En este caso el tamafio del Ag no es particulado, es de tamafio molecular, a nivel de micelas.
Se forma un gel solvatado en el que las particulas se mantienen en grumos, en los casos
positivos. Ejemplo: reaccion de VDRL para la deteccion de Ac anti Treponema pallidum.

En la reaccién de V.D.R.L (Venereal Disease Research Laboratory) para la deteccion de
sifilis se trata de detectar la presencia de un Ac contra haptenos lipidicos de Treponema
pallidum que a su vez se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza y hasta en
los propios tejidos del huésped.

Precipitacion en medios semisélidos

Las reacciones de inmunoprecipitacion ejecutadas en un medio semisdlido se conocen
como reacciones de precipitacion en geles o de inmunodifusion, debido a que los medios
semisélidos mas frecuentemente usados son el gel de agar y el de agarosa.

Los Ags y Acs pueden incorporarse a un medio gelificado por adicion de agar purificado o
agarosa. En estos medios las moléculas se mueven en todas direcciones a través de los
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poros del gel. A medida que se alejan de su lugar de origen se genera un gradiente de
concentracién. En el lugar donde se encuentran los Ags y Acs a una concentracion 6ptima
(zona de equivalencia inmunoldgica) aparece una linea de precipitacion blanquecina visible
que corresponde a la interaccion secundaria.

Hay distintas variantes de técnicas de precipitacion en medios semisdlidos:

1) Inmunodifusion radial (IDR)

2) Inmunodifusién doble (IDD)

3) Inmunoelectroforesis (IEF)

4) Contrainmunoelectroforesis (CIE)

1-Inmunodifusién radial (IDR)

Es una técnica iniciada por Manzini que consiste en la reaccion de inmunoprecipitacién
verificada, en el interior de un medio semisdlido, entre un Ag y su Ac correspondiente,
obteniéndose, como resultado final, un ANILLO de precipitacion, Figura 19.5.

PREPARACION DEL GEL INCORPORACION DEL Ag

Gel conel Ac Q
— 4

Pocillo

@

Placa

DIFUSION DEL Ag PRECIPITACION DE LOS INMUNOCOMPLE.C2

Figura 19.5. Esquema de una Inmunodifusién radial.

En esta técnica se incorpora, por ejemplo, una solucién determinada de Acs al gel fundido,
que luego se deposita sobre una placa de Petri o un portaobjetos. Luego de su solidificacion
se realizan pequefos pocillos en donde se introduce la solucion de Ags a investigar. Las
moléculas de Ags difunden en todas direcciones a través del agar. Tras un periodo de
incubacion de 48 a 72 horas aparece una banda de precipitacion circular alrededor del
pocillo donde fue sembrado el Ag, Figura 19.5.

El diametro del circulo de precipitacion es proporcional a la cantidad de Ag sembrada. Por lo
tanto es posible cuantificarla a partir de la siembra de concentraciones conocidas del Ag, se
miden los diametros de los circulos de precipitacion y se comparan con el Ag en estudio.
Ejemplo de aplicacion de esta técnica son la determinaciones de Inmunoglobulinas A, M y
G; fracciones del complemento C3 y C4, fibrindgeno, etc.

2- Inmunodifusion doble (IDD) o método de Outcherlony

A diferencia de la IDR, donde el Ac esta fijo al gel y la molécula que migra es el Ag en
estudio, en la IDD ambas moléculas Acs y Ags difunden en todas direcciones.

Consiste en sembrar en pocillos realizados sobre una superficie de agar solidificado
separados a una distancia adecuada el Ac y el Ag. Luego de unas horas de incubacion se
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observaran una o varias bandas de precipitacién entre los dos pocillos en la zona de
equivalencia inmunoldgica.

a) Zona de equivalencia:
El Ag y el Ac reaccionan
en forma equidistante.

o0 Ac

b) El Ag se halla en concentracion
reducida o no ha difundido con tanta
rapidez debido a mayor tamafo molecular.

o0 Ac

¢) Un contaminante o impureza presente

X . Ago
en el Ag esta reaccionando con el Ac. &

| o0 Ac

Con esta técnica podemos obtener una idea de las relaciones entre los pesos moleculares
de los Ags y Acs reaccionantes. También permite un estudio cualitativo de la homogeneidad
entre el Ag y el Ac purificado, por lo que resulta util para la busqueda de impurezas.

Como se puede identificar varios sistemas reaccionantes, es posible investigar reacciones
cruzadas.

Con esta técnica se puede estudiar cualitativamente los grados de similitud entre varios Ags
enfrentados frente a un mismo Ac, produciéndose bandas de precipitaciéon que indicaran si
existe identidad total, parcial o no existe identidad entre los Ags en estudio comparados
entre si o comparados con un Ag conocido (Figura 19.6).

Ag con e1 Ag con el Ag, con eI
/_ep|topo /_epltopo Fepltopo
ﬁ\ = Ag_con eI \ / Ag con los Ag con el
, o~ epitopo 1 N eﬁ"tOPOS /_epitopo 3
o) &t 65 - Q-
Z Ac anti-1,2y 3 Z Ac anti-1,2y 3 Ac anti-1,2y 3
PATRON DE IDENTIDAD PATRON DE IDENTIDAD PATRON DE
TOTAL PARCIAL DESIGUALDAD

Figura.19.6. INMUNO DIFUSION DOBLE: esquemas de reacciones de Ouchterlony. 1, 2 y
3, antigenos. Anticuerpos anti 1, 2 y 3. I, Patrén de identidad total. Il, patréon de identidad
parcial. lll, patron de desigualdad.

3- Inmunoelectroforesis (IEF)

La IEF es una técnica que se realiza cuando la mezcla antigénica es demasiado compleja, y
los Ags han de separarse, antes de ser visualizados mediante precipitacion. Esta técnica
combina las propiedades de la electroforesis con la precipitacion en medio sdlido.
Aplicaciones de esta técnica se encuentran en el estudio de proteinas plasmaticas y en la
identificacion de inmunoglobulinas.

Se realiza en tres etapas, Figura 19.7:

1) En la primera etapa se aplica una electroforesis a los Ags proteicos (ejemplo: suero
humano) que se han sembrado en un pocillo realizado sobre una superficie de agar
solidificado. Estas proteinas al ser sometidas a un campo eléctrico se separaran segun su
movilidad electroforética, esta dependera de la carga eléctrica que posean las mismas
segun el pH, la fuerza iénica del medio en el que fueron sembradas y el agar.

Aqui se presenta el fenédmeno de electroendésmosis que es un fendmeno secundario que
acompana a la electroforesis. Se debe a que el agar no es una sustancia absolutamente
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neutra y el liquido que embebe al gel toma un movimiento de sentido contrario al de la
corriente eléctrica.

2) En la segunda etapa se coloca en forma paralela a la linea de migracién de las proteinas
(Ags), un antisuero total. Por ejemplo: antisuero humano.

3) Luego de un periodo de incubacion de 24 - 48 horas el antisuero habra difundido a través
del gel hasta encontrar a su Ag correspondiente; observandose tantos arcos de precipitacion
como Ags haya en la muestra, correspondientes a la zona de equivalencia inmunoldgica.

MIGRACION DE LOS Ag @

C — O —> F—>

”

Muestra

DIFUSION DE LOS REACTANTES @

Antisuero

PRECIPITACION DE LOS INMUNOCOMPLEJOS @

Figura 19.7. Fases de una inmunoelectroforesis.

4. Contrainmunoelectroforesis (CIE)

Esta técnica utiliza una superficie de gel de agarosa con dos pocillos enfrentados a una
distancia determinada, en uno de ellos se coloca el Ag y en el otro se coloca el Ac, Figura
19.8.(a). Luego se aplica una corriente eléctrica continua. El buffer que se utiliza deja al Ag
cargado negativamente y al Ac en su punto isoeléctrico.

Al aplicar la corriente eléctrica el Ag migrara hacia el polo positivo y el Ac (carga neutra) sera
arrastrado por el movimiento del agua en el gel hacia el polo negativo por el fendmeno de
electroendésmosis. Este flujo osmético (o electroendosmosis) se debe a que en un gel de agar
los residuos anidnicos (fundamentalmente sulfato y piruvato) se encuentran fijados
covalentemente a la matriz del gel sin poder migrar dentro del campo magnético. En cambio, los
cationes con las moléculas de agua asociadas si son capaces de migrar catédicamente. Como
consecuencia, se produce un movimiento neto de agua que puede arrastrar a las moléculas
que, en las condiciones en que se practique la electroforesis, presenten carga neutra.

De esta manera ambos, Ag y Ac, se mueven uno hacia el otro y al encontrarse en la zona de
equivalencia inmunoldgica se producira una banda de precipitacién, Figura 19.8.(b).
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Esta técnica es muy rapida (45 minutos) y de mayor sensibilidad que las anteriores. Es
ampliamente aplicada en el diagndstico de hepatitis B y en enfermedades meningocdccicas.

POLO - POLO+ POLO - POLO+
-
=
-
.
Muestra Anticuerpos Linea de precipitacion

Figura.19.8. Contrainmunoelectroforesis.
B. Pruebas de lectura indirecta

Estas técnicas se basan en el fendmeno de formacion de complejos inmunes. Esta es una
interaccion no visible, es la interaccion primaria. Pero para demostrarla es necesario recurrir
a la aplicacion de distintas metodologias indirectas.
Dentro de estas describiremos a las técnicas de:

- Fijacién del complemento (FC)

- Inmunomarcacion: ELISA, IFD e IFI

Fijacion del complemento

Esta técnica se basa en que los complejos inmunes formados reaccionan con el
complemento fijandolo e inhibiendo asi la hemdlisis que este ultimo produciria sobre un
sistema indicador constituido por un complejo Ag-Ac (Glébulos rojos de carnero—suero
hemolitico antigldbulos rojos de carnero); este sistema indicador también se llama sistema
hemolitico.

Con esta técnica se pueden determinar Acs o Ags, segun el interés que cada uno necesite.

Esta técnica se desarrolla en dos etapas:

a) En la primera se inactiva el suero en estudio calentandolo a 56°C durante 30 min., para
eliminar el complemento propio del suero y sustancias anticomplementarias, para que no
interfieran en la prueba. Luego se lo enfrenta al Ag especifico conocido, si lo que se busca
son Acs, se afiade a continuacién el complemento rigurosamente titulado con anterioridad.
En este paso si existen Acs en el suero de estudio se produce la interaccion primaria, con la
consiguiente formacién de complejos inmunes, que fijaran todo el complemento disponible
agregado. Si no existen Acs, no se formara este complejo y por lo tanto el complemento
quedara libre y disponible.

b) La segunda etapa consiste en agregar el sistema indicador Glébulos rojos de carnero-Acs
hemoliticos, que pondra en evidencia la utilizacion o no del complemento de la primera etapa.
Si fue utilizado, me indica presencia de Acs especificos y el sistema indicador estara libre y
formara un agregado de gldbulos rojos con forma de un botén en el fondo del tubo o placa.
Si el complemento no fue utilizado en la primera etapa, significa que no hay Acs especificos,
y este complemento estara libre para fijarse al sistema indicador produciendo hemodlisis de
los globulos rojos por la actividad litica del complemento en su interaccion con el
inmunocomplejo del sistema indicador.

La interpretacion de la prueba de fijacion del complemento sera:

(+) Ausencia de hemodlisis = resultado positivo = presencia de Acs especificos.

(-) Presencia de hemdlisis = resultado negativo = ausencia de Acs especificos.
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Esta prueba es de alta sensibilidad y especificidad. Se puede utilizar tanto para Ags
particulados como para Ags solubles. Se utiliza tanto en el diagnéstico de infecciones
virales, micosis profundas, por clamidias, protozoos sanguineos, etc.

Pruebas de inmunomarcacion

Son técnicas que utilizan otros sistemas indicadores de la interaccion primaria o union Ag-
Ac. Son pruebas altamente sensibles. Son mas complejas y de mayor costo. Estas son:

1. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

2. Inmunofluorescencia (IF)

3. Técnicas de “Blotting”

4. Radioinmunoanalisis (RIA)

1. Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Las técnicas ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Asaay), EIA (Enzimo Inmuno Analisis),

EIE (Enzimo Inmuno Ensayo), se basan en dos fenémenos biolégicos importantes:

1) La elevada especificidad de los Ac (generalmente monoclonales).

2) La alta actividad enzimatica, lo cual permite amplificar la sefial generada a partir de la
interaccion Ag-Ac.

Los principios de esta técnica comprenden dos etapas generales:

a) La interaccién especifica del inmunorreactante con su Ag o Ac, Figura 19.9.(a).

b) Se utiliza un sistema conjugado enzimatico con su sustrato/cromdgeno para la deteccion
de ese inmunorreactante, Figura 19.9.(b).

Aptigeno ® E
' 4 *

Anticuernpo conjugado

Anticuetpo fijado al pocila I !

(a) (b)

Ventajas: Figura 19.9. Enzimoinmunoensayo.

- Alta sensibilidad

- Sencillez

- No requiere de equipamiento sofisticado.

- Vida media de los reactivos muy larga.

- No se corre riesgo de contaminacién ambiental (caso RIA).

- La técnica de ELISA se usa tanto para la deteccion de Acs como para la deteccidn
de Ags.

Los soportes en los que se desarrollara la técnica pueden ser variados: tubos, esferas,
discos o concavidades de placas de poliestireno o polipropileno. Se aprovecha la capacidad
que tienen las proteinas de adsorberse a pH 9 - 10 a estos soportes.
En general en todo ELISA se distingue tres etapas:

1) Inmovilizacién del inmunorreactante (Ac o Ag) en la fase sdlida.

2) Incubacion con la muestra para realizar la interaccion inmunoldgica.

3) Amplificacion o modulacion por medio de la utilizacion de un conjugado

enzimatico (la cual puede darse en mas de un paso).

Se puede asimilar esta técnica a la de Inmunofluorescencia. La diferencia reside en la
marcacion de los Acs. En el ELISA la marcacién se produce con una enzima, Tabla 19.2,
mientras que en la IF con un fluorocromo.
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Tabla 19.2. Enzimas utilizadas para ELISA.

ENZIMA SUSTRATO CROMOGENO VENTAJA DESVENTAJA
Peroxidasa Agua oxigenada Ortofenilendiamina Alta Carcinogénica,
9 9 (OPD) detectabilidad fotosensible
. . Acido 3- Alta
Peroxidasa | o meti-2-benzotiazolina dimetilamino detectabilidad, no Altos valores
hidrazona (MBTH) ) ) _ basales
benzoico (DMAB) carcinogénico
2,27azino-di-(3 etil-
Peroxidasa | benzotiazolina-6-sulfonato
de diamonio (ABTS)
Fosfatasa Paranitrofenil fosfato Bajp nllv_e! de
X hidrélisis
alcalina (p-NNP) .
espontanea

Tienen dos variantes:
a) ELISA no competitivo
b) ELISA competitivo

a) ELISA no competitivo

1) Fijacion del antigeno
El Ag en solucion salina se incuba en un tubo o placa de poliestireno, Figura 19.10. La
superficie del plastico absorbera pequefas cantidades de Ag, eliminandose el sobrenadante
por lavados, luego se bloquean con una proteina no especifica los pequefios espacios entre
los Ags absorbidos, que pueden servir para retener Ac en forma mecanica (no especifica).
Asi realizado el Ag queda unido a su soporte.

2) Agregado del Ac especifico (muestra del paciente)
Se afade la muestra del paciente (que contiene el Ac especifico contra ese Ag), se produce
la reaccion Ag-Ac, el exceso de Acs no unidos se eliminan por lavados.

3) Proteinas ligando conjugada
El Ac especifico se detecta mediante un conjugado anti gammaglobulina marcada con una
enzima. Las enzimas frecuentemente utilizadas unidas al ligando son la peroxidasa o la
fosfatasa alcalina.

4) Sustrato
Para visualizar la unién del ligando a su Ac y de este al Ag, se agrega un sustrato capaz de
reaccionar con la enzima utilizada. Este sustrato es un cromégeno (es decir una sustancia
incolora capaz de colorearse por cambios moleculares producidos por la enzima).
La cantidad de Ac se determina evaluando la intensidad de la densidad dptica el producto
final mediante un lector de ELISA o un espectrofotometro.

SUSTRATO * JL. :
MUESTRA CONJUGADO A

| | A

k. COLOR
+ RESULTADO (+)
Ag )\ )\ )\
@
Union Unién k
Ag - Ac Conjugado - Sustrato

A

INCOLORO
RESULTADO (-)

Figura 19.10. ELISA no competitivo.
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b) ELISA competitivo

Consiste en hacer reaccionar frente a un Ag, los Acs especificos (uno de la muestra y otro
marcado con la enzima), los que competiran por los mismos sitios antigénicos.

A medida que la cantidad de Ac presentes en la muestra sea mayor la union de estos al Ag
desplazara a la del anticuerpo marcado, el que finalmente se eliminara por lavados.

La resultante sera una disminucion de la densidad 6ptica de la reaccion.

En la Figura 19.11 (a) la muestra contiene Acs especificos, resultado positivo = incoloro, y
en la Figura 19.11 (b) la muestra no contiene los Acs, resultado negativo - coloreado.

MUESTRA )\ )\ MUESTRA
+ +
) SUSTRATO
Ac ESPECIFICO || @ Ac ESPECIFICO || @
MARCADO MARCADO
+ +
@
—> —>
Ag AAA JAVAVAN
Ay INCOLORO unionAg-Ae | cOLOR
especifico
RESULTADO (+) e roado RESULTADO (-)
a) La muestra contiene Anticuerpos b) La muestra NO contiene Anticuerpos

Figura 19.11. ELISA competitivo.

2. Inmunofluorescencia

a) Inmunofluorescencia directa (IFD)

Se basa en la marcacion de Acs especificos con una sustancia fluorescente que puede ser

la Rodamina o el Isotiocianato de fluoresceina que, al reaccionar especificamente con el Ag

en estudio, produce la interaccién primaria, la que es puesta de manifiesto a través de la

observacién con el microscopio de fluorescencia (Figura 19.12).

El procedimiento tiene varios pasos.

1. Se comienza con la preparacion de la muestra, la cual puede ser tejido, moco
respiratorio o vaginal, tejido de necropsia, etc., que se depositan sobre un portaobjeto
constituyendo las improntas.

2. Se realiza la fijacion al vidrio.

3. Luego se realiza la tincion con el Ac especifico marcado con la sustancia fluorescente,
con un tiempo de incubacion variable.

4. Se elimina, con lavados, el exceso de Acs marcados que no se han unido.

5. Se adiciona el liquido de montaje el cual posee un indice de refraccion adecuado para la
observacion microscépica. Se protege con un cubreobjetos (montaje) y se observa al
microscopio de fluorescencia las imagenes fluorescentes caracteristicas segun el Ag en
estudio.

La inmunofluorescencia directa se usa para la deteccién de Ag y tiene la desventaja de la

fluorescencia inespecifica que puede tener la muestra, lo que obliga a tener un observador

experimentado y mucha prudencia en la interpretacién de los resultados.

Ejemplo de su uso: deteccion de bacterias patégenas en materia fecal, clamidias en moco

cervical, virus de la rabia en el cerebro de un animal presuntamente infectado, Ag del virus

sarampion en el moco respiratorio, Ag del virus dengue en el cerebro de un mosquito
infectado.
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’*E"éﬁggﬁfg Observacion
MARCADO microscopica
con luz UV
UNION Ag-Ac
— W FLUORESCENCIA
X pX ESPECIFICA
' Y| ¥

ANTIGENO SOBRE EL Ag

MUESTRA

JAVAVAVAN JAVAVAVAN JAVAVAVAN

Figura 19.12. IFD — Inmunofluorescencia directa.

b) Inmunofluorescencia indirecta (IFl)

Sirve tanto para la deteccion de Ag como para la deteccion de Acs. Cuando se buscan
antigenos se deben contar con una amplia cantidad de anticuerpos frente a todos los
antigenos lo que encarece la prueba. Por esto, se emplea con mayor frecuencia para la
busqueda de Acs en suero u otros liquidos en estudio. Describiremos ambos casos.
Deteccién del Ag: se sigue un procedimiento similar al la IFD, con un paso mas.

La fase de preparacion de la muestra es similar a lo ya mencionado, se depositan sobre un
portaobjeto (improntas). Se fija al vidrio.

Posteriormente la reaccién con el Ac especifico, durante un tiempo de incubacién variable
para la formacién del complejo Ag-Ac.

Se lava con soluciones buffer para eliminar el exceso de Ac que no se han unido al Ag.

A continuaciéon se hace reaccionar con la antigamma globulina especifica de especie
marcada con la sustancia fluorescente, se incuba un tiempo variable, luego se lava, se
realiza el montaje y la observacion al microscopio de fluorescencia. Se observan imagenes
fluorescentes caracteristicas segun el Ag en estudio.

Interpretacién del resultado de la técnica: sera positiva en el caso de observar imagenes
fluorescentes caracteristicas. Sera negativa si hay ausencia de fluorescencia caracteristica.
Deteccion de Acs: el proceso es similar al descripto anteriormente con la diferencia que el
Ag es conocido, generalmente son cultivos celulares infectados con virus, clamidias,
parasitos o bacterias (Figura 19.13).

Se hace reaccionar con el suero o liquido en estudio, para detectar la presencia de Acs
especificos; si estan presentes se producira la unién Ag-Ac, lo que demanda un tiempo de
incubacién variable. Se lava con soluciones buffer para eliminar el exceso de Acs que no se
han unido al Ag.

Paso siguiente: se hace reaccionar con la antigamma globulina especifica de especie
marcada con la sustancia fluorescente, se incuba, luego se lava, se realiza el montaje y se
observa al microscopio de fluorescencia. La observacion al microscopio mostrara imagenes
fluorescentes caracteristicas segun el Ag en estudio.

Interpretacion de la técnica: sera positiva en el caso de observar imagenes fluorescentes
caracteristicas. Sera negativa si hay ausencia de fluorescencia caracteristica.

ANTI-INMUNOGLOBULINA

MARCADA (Conjugado) Observacién

con microscopio
de fluorescencia

ANTICUERPO % %
MUESTRA w w
X ¢ X ¢
+ FLUORESCENCIA
—> —> —> ESPECIFICA
UNION UNION Ag- Ac
ANTIGENO Ag-Ac

JAVAVAVANSEENSENYA'AVAVANSEENSRSENYAVAVAVANSEESRENEVAVAVAVA

Figura 19.13. IFI — Inmunofluorescencia indirecta (deteccion de Acs).
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3. Técnicas de Blotting
Estas técnicas aprovechan la capacidad de transferir una sustancia desde un gel, en la que
por electroforesis se han separado sus componentes a un soporte mas manejable como la
nitrocelulosa. Se transfieren asi una serie de bandas (blots).
En las reacciones de inmunoblotting los antigenos transferidos se estudian con anticuerpos
marcados con radioisétopos (RIA) o enzimas (ELISA).
Existen variantes de las técnicas del inmunoblotting con distintas denominaciones segun a
que Ag se refieran o Ag que se pretende determinar:

- Proteinas Western blotting o Western blot

- RNANorthern blotting o Northem blot

- DNASouthern blotting o Southern blot
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Desarrollo Practico N° 19

Consignas
Cada grupo de trabajo realizara las siguientes técnicas inmunoldgicas:
1. VDRL. Cualitativa y cuantitativa.
2. Determinacién de Grupos sanguineos.
3. |DD.
4. ELISA.

Materiales necesarios

Reaccion de VDRL
* Antigeno de VDRL
* Policubetas de Kline
* Microscopio
* Micropipeta de 50 pl

Determinacion de Grupos sanguineos
* Sueros anti Ay anti B
* Placas de vidrio
* Pipetas Pasteur
* Varillas de vidrio

Inmunodifusién directa (IDD)
* Placa de Petri de plastico de unos 50 mm de diametro.
* Plantilla de papel con 7 circulos dibujados, de forma que haya 1 central y los otros 6
estén dispuestos, en forma hexagonal, alrededor de él. El diametro del circulo debe
ser de 3 mm y la distancia entre los circulos de 10 mm.
* Perforador del gel.
* Gel de agarosa al 1%.

Actividades
1. Reaccién de VDRL

La purificacion de dos sustancias reactivas a partir del musculo de corazén de buey:
cardiolipina y lecitina, condujeron al Ag mas especifico usado en la actualidad en la prueba
de VDRL. Ademas se incorpora colesterol, el que proporciona los centros de absorcion de
tal forma que las particulas interactuantes especificas pueden visualizarse. Esta reaccion
detecta reaginas (Acs) que son caracteristicas de la sifilis, pero no especificas. En diversos
casos pueden existir personas sanas, 0 que cursen alguna otra enfermedad sin sintomas
clinicos evidentes de sifilis, que den pruebas reactivas; a estos casos se los denomina
"falsos reactivos biolégicos". Ejemplo: mujeres embarazadas, pacientes con hepatitis, artritis
reumatoidea, lupus eritematoso sistémico, tuberculosis y otras enfermedades infecciosas
agudas. En estos casos se recomienda confirmar con una prueba especifica como la FTA.

Prueba de VDRL cualitativo (Prueba rapida de floculacién en placa para suero o plasma)
Técnica: colocar 50 ul de cada una de las muestras de suero o plasma sin diluir en un pocillo
de la placa y distribuirla en toda la superficie del circulo. Agitar la suspension antigénica para
homogeneizar y colocar una gota sobre cada muestra usando la pipeta que trae el equipo.
Homogeneizar 4 minutos. Leer inmediatamente en un microscopio usando aumento de 10X.
Interpretacion de resultados: los resultados de la prueba sobre portaobjetos se califican de:

* No reactivas (no hay floculacion).

* Débilmente reactivas (ligera floculacion).

* Reactiva (floculacién definitiva, definida, nitida).
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Prueba de VDRL Cuantitativa: todos los sueros reactivos deben diluirse en forma seriada
al 1/2, 1/4 y asi sucesivamente.

2. Determinacion de Grupos sanguineos
Sistema ABO - Fundamentos
Los Ags eritrocitarios A y B son polisacaridos constituyentes de la membrana de los GR de
los individuos que poseen los genes A y B, respectivamente. Ac anti A y anti B se hallan en
el suero de personas cuyos hematies no tienen el Ag correspondiente. Estos Acs se unen a
los hematies que poseen el correspondiente determinante antigénico produciendo una
aglutinacion directa.
Las reacciones con sueros anti A o anti B o con ambos determinan e identifican los grupos
sanguineos A, B o AB respectivamente. La ausencia de aglutinaciéon con anti A, anti B
determinan el grupo 0.

Prueba en placa de vidrio (portaobjetos)

Colocar dos gotas de sangre entera (sin coagular) o suspension de GR al 35-45% en una
placa de vidrio. Agregar una gota de suero de grupo sanguineo especifico (anti A, anti B)
sobre cada una de las gotas de sangre. Mezclar con una varilla de vidrio. Efectuar
movimientos rotatorios lentos de la placa. Examinar la presencia de aglutinacion durante un
tiempo que no exceda los dos minutos.

Todos los resultados de las muestras de los GR probados deben ser confirmados con la
prueba indirecta o inversa, usando suero del paciente y células conocidas del grupo A y B.

Interpretacion de los Resultados:

Anti A Anti B | Grupo Sanguineo | Frecuencia %
- - 0 45
+ - A 40
- + B 1
+ + AB 4

3. Inmunodifusion directa (IDD)

La IDD es una prueba descrita por Ouchterlony que consiste en lo siguiente:

a) Se vierte gel de agar o de agarosa (a unos 60°C) en un recipiente, que puede ser un
portaobjetos o una placa de Petri, hasta que alcance 1,5 mm de altura
aproximadamente.

b) Dejar que se enfrie para que solidifique.

c) Situar la plantilla debajo de la placa de Petri, para que se vean los circulos dibujados
en ella, a través del gel de agarosa (Figura 19.14).

d) Con la plantilla como guia y mediante el perforador, taladrar el gel de agarosa en las
zonas que coinciden con los circulos de la misma. Retirar los trozos de agar para
formar los pocillos.

e) Numerar los pocillos en la parte inferior de la placa de agarosa.

f) Llenar el pocillo central de la placa de agarosa con 10 ul de antisuero anti IgG, y los
pocillos periféricos con 10 ul de cada una de las diluciones de suero preparadas
previamente.

g) Tapar la placa.

h) Incubar la placa 48 horas a 37 °C o 72 horas a temperatura ambiente.

Ambos reactivos difunden a través del gel, de forma radial, hasta alcanzar su punto de
equivalencia y precipitar en la zona de aquél comprendida entre el pocillo del Ac y los del
Ag.

4. ELISA
Seguir el protocolo provisto por el laboratorio para la prueba a realizar.
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Figura 19.14. Plantilla para la inmunodifusion doble bidimensional.
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Trabajo Practico N° 20
VIROLOGIA

Objetivos
e Conocer diferentes métodos para el estudio de los virus.
e Reconocer las caracteristicas morfolégicas de un cultivo celular.
e Realizar un subcultivo celular.

Introduccién
Los virus son agentes infecciosos responsables de numerosas enfermedades del hombre,
de los animales y plantas y pueden también afectar a las bacterias (bacteriéfagos).
Los virus pueden definirse como agentes infecciosos caracterizados por:

- Ser parasitos intracelulares obligados.

- Su pequefio tamario, 20 a 250 nanometros (nm).

- Poseer una estructura elemental y un mecanismo especial de replicacion.
Dado que los virus carecen de los constituyentes fundamentales para su crecimiento y
multiplicacién, tales como los que poseen las células procaridticas o eucaridticas (sistemas
enzimaticos productores de energia, o necesarios para la sintesis de acidos nucleicos y
proteinas, ribosomas, etc.) deben necesariamente utilizar los sistemas de la célula que
parasita y por ello son parasitos intracelulares obligados.
La mayoria de los virus poseen un tamano muy inferior al de las bacterias. Por ello, solo
pueden observarse con el microscopio electrénico. Los virus mas pequenos miden alrededor
de 27 nm y los méas grandes 250 nm (1nm = 10 2 ).

Efecto de agentes quimicos sobre los virus

En general, los virus son mas sensibles que las bacterias o los hongos a la accion de los
agentes fisicoquimicos. El conocimiento de la sensibilidad de los virus a las condiciones
ambientales es importante para determinar la viabilidad de muestras clinicas para
diagnostico viroloégico, como asi también para poder lograr una inactivacion adecuada de
aquellos materiales contaminados que necesitan desinfeccion.

La esterilizacién por calor seco en estufa o por calor humedo en autoclave destruye a todos
los virus, incluyendo a los resistentes como el de hepatitis B. Por esta razén, la esterilizacion
en estufa o autoclave es el procedimiento de eleccién. En caso de materiales que no
resistan el calor se utiliza el 6xido de etileno o la radiacion ionizante.

Obtencién de muestras para estudio virolégico

Desde el punto de vista epidemiologico, los virus pueden transmitirse por via respiratoria,
digestiva, cutdneomucosa o ingresar directamente a la sangre a través de picaduras de
artrépodos (arbovirus) o bien transfusiones o materiales contaminados con sangre (virus de
hepatitis B, C, Delta, virus HIV y HTLV).

La eleccién de las muestras depende de la naturaleza, de los sintomas del paciente y del
conocimiento de la patogénesis del agente viral sospechado.

Como regla general, cuando una enfermedad genera lesiones sobre mucosas o epitelios, se
toma material de dichas lesiones por medios de hisopos. Si la enfermedad se localiza sobre
el tracto respiratorio se recomienda secreciones respiratorias o aspirados nasofaringeos. Si
es generalizada es recomendable tomar muestras de multiples sitios.

Recoleccion y transporte

Es sumamente importante conocer antes de tomar la muestra, cuales son las determinaciones
que se realizaran y cual es la forma mas adecuada de preservacion de la misma.

Para la mayoria de los virus, las muestras deben obtenerse dentro de la primera semana de
iniciado el cuadro clinico.

La temperatura ambiente destruye muchos virus aunque el tiempo requerido para la
inactivacion depende de las caracteristicas de la familia. Es necesario que las muestras
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sean recolectadas bajo condiciones que permitan retener su contenido viral. Para tal fin, se
usan medios de transporte disefados para mantener la viabilidad. Los hisopos secos no
mantienen la infectividad viral por lo que no son aptos para el intento de aislamiento.

Las muestras clinicas para aislamiento deben ser enviadas lo antes posible al laboratorio.
De lo contrario, se pueden conservar por 1 o 2 dias a 4-8°C en heladera. Es preferible
mantener las muestras en un medio de transporte hasta 5 dias a 4°C en vez de congelar.

De lo expuesto se desprenden las dos condiciones basicas a tener en cuenta; impedir la
desecacion de la muestra y mantenerla refrigerada.

Los sueros para la determinacién de anticuerpos, deben ser conservados en heladera
preferentemente en condiciones de esterilidad. Si se van a guardar mas de una semana
conviene congelarlos a — 20°C.

Métodos de estudio de los virus

Los virus pueden estudiarse por métodos fisicoquimicos o bien por medio de procedimientos
que demuestren su interaccion con las células vivas, es decir su capacidad infecciosa.

Los métodos fisicoquimicos pueden detectar a los virus como particulas virales por
microscopia electronica, como unidades hemoaglutinantes por hemoaglutinacion; como
antigeno mediante técnicas inmunoquimicas, o como acidos nucleicos mediante hibridacion
molecular o diversas técnicas de P.C.R. (reaccién en cadena de la polimerasa).

Los estudios de infectividad son fundamentales para determinar la presencia del agente
infeccioso viable en muestras clinicas provenientes del paciente. Un requisito esencial es
lograr la replicacion y propagacion del virus en células vivas, ya sea en animales de
experimentacion, huevos embrionados o cultivo de células “in vitro”, dado que los virus no
pueden cultivarse en medios acelulares.

Métodos de estudio de los virus

Métodos directos

1) Deteccion de infectividad: - Aislamiento del virus en cultivos celulares, huevos
embrionados o animales de experimentacion y posterior
identificacién del virus aislado por inmunomarcacion u otras
técnicas.

2) Deteccion de: - Particulas virales: Microscopia electronica.
- Antigenos virales: Métodos de inmunomarcacion: Inmunofluorescencia,
inmunoperoxidasa, ELISA.
- Acidos nucleicos; hibridaciéon directa, PCR (diversas técnicas), carga
viral (diversas técnicas).
- Enzimas virales: Transcriptasa reversa.

Métodos indirectos

1) Deteccion de anticuerpos: - Conversion serolégica en dos muestras pareadas de suero.
- IgM especifica (en una sola muestra de periodo agudo).

Métodos directos de estudio de los virus
1. Aislamiento viral

- Aislamiento en animales de experimentacién

- Aislamiento en huevos embrionados

- Aislamiento en cultivos celulares: constituye el método de eleccion para el

aislamiento de la mayoria de los virus.

El cultivo de tejidos animales se inicid a comienzos de este siglo (Harrison, 1907, Carrel,
1912) y como su nombre lo indica se basaba en la utilizacion de fragmentos de tejidos sin
disgregar, por lo cual el crecimiento estaba limitado a la periferia de tales fragmentos. A
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partir de los afnos 50 esta metodologia fue desplazada por una explosion en la expansion de
los cultivos que utilizan células dispersadas, no obstante lo cual el término “cultivo de
tejidos” sigue utilizandose como el nombre genérico para todas estas técnicas.

Fue necesario el descubrimiento previo de los antibidticos, imprescindibles para evitar la
contaminacion bacteriana de los cultivos.

Para realizar cultivos celulares se mantienen las células vivas en botellas o tubos o
policubetas en condiciones de esterilidad, con medios nutritivos enriquecidos con sueros y
antibiéticos a 37°C.

Tipos de cultivo celulares

Existen diversos tipos de cultivos celulares: los cultivos primarios y las lineas celulares.
Cultivo primario es el primer cultivo in vitro de células tomadas directamente del organismo,
mientras que linea celular es un subcultivo del cultivo primario.

Los cultivos primarios conservan el numero diploide caracteristico del organismo que le
dio origen. Con los sucesivos pasajes se van acumulando alteraciones (mutaciones
genéticas) dando un amplio espectro de variaciones celulares tanto genéticas como
morfoldégicas. Cualquier cambio que involucre al complemento cromosémico completo
(poliploidia) o a cromosomas individuales (aneuploidia) se denomina heteroploidia.
Comparando el cariotipo primario con el de la linea celular continua, se puede observar que
esta ultima presenta en general un alto grado de aneuploidia,

Los cultivos primarios son aquellos obtenidos directamente de érganos o tejidos: son
diploides e iguales morfolégicamente a las células que le dieron origen conteniendo
usualmente una variedad de tipos celulares distintos que reflejan la estructura celular del
organo que le dio origen.

Cepa es aquel cultivo derivado de uno primario que por sucesivos pasajes permite la
seleccion de un unico tipo celular, mantiene la diploidia inicial y presenta alteraciones a nivel
gendémico que no pueden observarse en el cariotipo sino fisiolégicamente.

La linea celular derivada de la cepa es heteroploide y presenta una morfologia particular, ya
sea de tipo epitelial o tipo fibroblastica, segun el tejido que le dio origen. Sin embargo, su
numero de cromosomas es variable. Es decir pueden tener un numero mayor o menor de
cromosomas que el niumero normal de la especie que los originé.

Actualmente se considera que el cultivo recién establecido se denomina primario, que es de
vida corta y generalmente se pierde en los primeros pasajes. Si el cultivo logra establecerse
da origen a una linea celular continua, todavia diploide, que puede mantenerse por un
numero limitado de pasajes (alrededor de 50). Superada esta etapa, se logra una linea
celular continua establecida, que pierde la diploidia inicial y tedéricamente puede
mantenerse indefinidamente.

Medios de cultivo
Los medios pueden ser puramente biolégicos (extractos embrionarios), semisintéticos
(medios sintéticos mas suero o albumina), o absolutamente sintéticos.
Los factores que deben considerarse en la preparacion de un medio son:
1-Presiéon osmética: la presion normal para células de mamifero es 7,6 atm.; en general
no afecta a las células una variacion del 10%. La mayor contribucion es del CINa, también
es importante controlar la glucosa y los iones. Las proteinas tienen poco efecto y su
concentracion puede tener grandes variaciones.
2-pH: el 6ptimo es 7,2-7,8, aunque muchas células toleran un rango de 6,8-7,8 (las
linfoides son muy sensibles a la alcalinidad). EI medio debe contener un buffer para
mantener el pH adecuado.
Buffers: Bicarbonato/CO,: el mas usado, aunque su capacidad buffer esta por debajo del pH
Optimo.
Hepes: no se encontrd toxicidad para ningun tipo de células, su capacidad buffer
esta en el rango optimo.
Otros: Tris, glicil-glicina, bases libres de aminoacidos.
Se utiliza como indicador el rojo fenol que tiene color amarillo a pH &cido y vira al rojo y al
purpura cuando aumenta la alcalinidad.
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3-Fuente de energia: esta dada por la glucosa, también se utilizan otros azucares o
compuestos simples, piruvato o lactato.

4-lones Inorganicos: intervienen en diversos procesos: Na*, K*, Ca™*, Mg**, CI', PO,>, CO;
Regulacion de la presion osmética (Na*, K*).
Regulacién del pH (CO3™, PO,%).
Actividades metabdlicas y enzimaticas (Ca**, Mg**, PO4>).
Adhesidn y esparcimiento de las células en el recipiente (Ca*™, Mg™™).

5-Gases: oxigeno, diéxido de carbono.

6-Temperatura: cada cultivo celular tiene un rango de temperatura éptimo para su
desarrollo. Generalmente las células de animales de sangre caliente se cultivan a 37°C.

7-Humedad: considerando que es importante el rapido equilibrio entre el medio de cultivo
y la fase gaseosa aire-CO,, los frascos de cultivo no se cierran herméticamente por lo que
hay que prevenir la evaporacion para no variar la osmolaridad deseada. Se puede mantener
la camara de incubacion con una humedad relativa cercana a la situacién, utilizando agua a
la misma temperatura.
Los elementos mencionados constituyen soluciones salinas balanceadas, son la base de
medios mas complejos y se utilizan para transporte, procesamiento y lavado de células. Las
mas comunes son Hanks y Earle.

Los medios de mantenimiento y crecimientos adicionan nutrientes esenciales:
1-Aminoacidos: se requieren para la sintesis de proteinas y de acidos nucleicos e incluso
pueden actuar en el transporte de iones. Por la ausencia de ciertas enzimas, las células en
cultivo no pueden producir todos los aminoacidos necesarios. In vitro, son trece los
aminoacidos considerando esenciales que no pueden ser producidos por la propia célula.
Ciertas células tienen un alto requerimiento de glutamina principalmente las transformadas.
2-Vitaminas: se requieren principalmente las del grupo B, muchas actian como coenzimas.
3-Sueros: numerosos tipos de suero (bovino, humano, equino, etc.) han sido usados
como complementos efectivos de los medios de cultivo para promover el crecimiento celular.
La razén de su eficacia es que posee una gran cantidad de componentes con diferentes
actividades promotoras del crecimiento. El suero completo posee la mayoria de los
nutrientes necesarios para la division celular.
El mas usado es el bovino (fetal, de recién nacido o adulto); como puede contener
sustancias que interfieren con el crecimiento celular o su uso posterior, se prefiere el de
animales pequenos. El suero de animales jévenes es mas efectivo que el de los adultos y el
suero fetal usualmente es el preferido por carecer de actividad téxica y de anticuerpos que
puedan afectar el uso de los cultivos en experimentacion viral. Debe estar controlado para
bacterias, hongos, virus, y micoplasmas.
Su concentracién puede utilizarse para regular el crecimiento del cultivo.
El medio de mantenimiento es usado para cultivar células con su metabolismo en estado
basal por largos periodos de tiempo, varios dias 0 aun semanas. Se utiliza el mismo MEM,
con el agregado de concentraciones bajas de suero (2%).
El medio de crecimiento es mas rico ya que se usa para activar el ciclo celular a través de
la mitosis, incrementandose asi el numero de células. La concentracion de suero puede
aumentarse hasta un 10%.
4-Otros: hidrolizado de lactoalbumina, caldo triptosa fosfato, plasma, extractos tisulares.

Agua

La calidad del agua es de fundamental importancia en la preparaciéon de todos los
reactivos a utilizar. Debe ser desionizada, destilada y esterilizada.

Se usan intercambiadores idnicos que se controlan para verificar ausencia de bacterias y
destiladores de vidrio para remover pirégenos y levaduras, es recomendable el uso de vidrio
de borosilicato y goma de siliconas para procesamiento y envase. No debe almacenarse en
grandes recipientes porque se contamina facilmente con Pseudomonas spp.

Antibiéticos
Combinados con buenas técnicas de esterilidad ayudan a prevenir contaminaciones.
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La gentamicina ofrece ventajas sobre otros antibidticos, especialmente por su actividad
sobre algunas especies de Micoplasmas y Pseudomonas, su estabilidad a pH 2-10 a 37°C
hasta 15 dias y no interfiere con el crecimiento de RNA y DNA virus.

Agentes Dispersantes

Enzimas

Tripsina: es la mas utilizada para subcultivos, sola o con agentes quelantes (EDTA), también
se usa en cultivos primarios. Proviene de pancreas porcino o bovino y puede ser fuente de
contaminacion con Micoplasma. Es inactivada por el suero.

Pronasa: es muy efectiva en células diploides y primarias pero no lineas continuas. No es
inactivada por el suero.

Colagenasa: actua sobre el colageno, causa el menor dafo en las células. Se utiliza
preferentemente para clonado donde se requiere alta eficiencia de plaqueo.

Quelantes

Versene (EDTA): facilita la dispersion quelando los cationes divalentes que estabilizan los
puentes intercelulares.

Aplicaciones de los cultivos celulares

- Posibilitan el estudio de las funciones celulares tales como: sintesis de proteinas, flujo
intracelular de hormonas, enzimas, regulacion metabdlica, transcripcion de DNA, etc.

- Evaluaciones toxicolégicas: accion de drogas, farmacos, cosméticos, pesticidas,
alimentos, detergentes, etc.

- Deteccidn de la actividad infecciosa de virus, rickettsias y clamidias, en materiales
clinicos.

- Preparacion de lotes de virus.

- Preparacion de antigenos solubles para ELISA, FC.

- Preparacion de improntas con células infectadas para deteccion de anticuerpos
especificos en sueros de pacientes.

Mantenimiento de células en cultivo

Las lineas celulares de células dependientes de anclaje son mantenidos en frascos de
vidrio o plastico o en suspension. La frecuencia de repique depende de cada linea celular,
los medios utilizados, la temperatura de incubacién. Pueden mantenerse casi confluentes
disminuyendo el metabolismo celular, sin repicar, cambiando el medio por otro con menos
suero o disminuyendo la temperatura por debajo de la 6ptima. Con este procedimiento se
evita la manipulacion excesiva del cultivo y el aumento innecesario de numeros de pasaje.

Subcultivo de células en monocapa

El término subcultivo es sindnimo de pasaje o repique. Es la transferencia de un frasco de
cultivo a otro.

Se desprende la monocapa de su soporte con tripsina y se siembra en recipientes de mayor
superficie con el objetivo de amplificar la linea.

Conservacion de células por congelacion

En la congelacion de células se usan crioprotectores (glicerina o dimetilsulféxido),
sustancias que tienen la capacidad de ligar moléculas de agua y difundir a través de la
membrana celular, disminuyendo la formacion de cristales de agua y el consiguiente
aumento de la concentracidon salina. Estos, ademas son de relativa baja citotoxicidad. Se
usan en concentraciones finales que oscilan entre el 5y el 15%.

Deteccidn de los virus en los cultivos celulares

El desarrollo de replicacion viral, es decir, la amplificacion del virus inoculado en el cultivo
puede identificarse por medio de diferentes procedimientos. Todos ellos tienden a detectar
las modificaciones producidas en el cultivo por efecto de la replicacion viral.

Muchos virus replican con produccién de accion citopatogénica (ACP), es decir, alteraciones
de las monocapas celulares que se pueden observar directamente al microscopio éptico
invertido “in vivo”, sin necesidad de efectuar ninguna coloracion.
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El desarrollo en un cultivo celular de ACP permite reconocer que se ha aislado un virus. Sin
embargo, es imposible en esta etapa poder afirmar de qué virus se trata, ya que la ACP es
solamente orientadora debido a que muchos virus pueden desarrollar ACP de
caracteristicas similares. La identificacion del virus aislado sera la que permitira el
diagnostico definitivo y se realiza en general por métodos inmunoquimicos. Dentro de ellos
los mas utilizados son la inmunofluorescencia y el enzimoinmunoensayo.

2.- Deteccion de particulas virales

Microscopia electronica

La deteccion de un virus en una muestra clinica se puede llevar a cabo por la visualizacion
del mismo mediante el microscopio electronico. El costo elevado y la necesidad de personal
entrenado han limitado su uso.

3.-Deteccion de antigenos

Inmunofluorescencia (IF)

Es un método altamente sensible y especifico para la deteccion directa de un extenso
numero de antigenos virales en las muestras clinicas que contienen células infectadas. Su
utilizacion incluye la deteccion de los virus respiratorios, Parotiditis, Sarampion, Rabia,
Herpes simplex, Varicela-Zoster, Citomegalovirus.

Se puede utilizar indistintamente la técnica de IF directa o indirecta. En el caso de elegir la
técnica indirecta debemos también disponer de los correspondientes sueros anti especie
conjugados con isotiocianato de fluoresceina.

Cuando se implementa la técnica de IF directa, el anticuerpo antiviral esta unido
directamente al fluorocromo y la reaccién requiere un solo paso de incubacién del reactivo
con la muestra acortandose asi el tiempo de reaccion.

La técnica de IF puede también ser utilizada para la deteccién de anticuerpos especificos.
En este caso, el portaobjeto contiene las células con el antigeno viral conocido, sobre las
areas de células se colocan diluciones del suero del paciente y, en el caso de existir
anticuerpos, estos seran detectados en un segundo paso mediante el agregado de un
conjugado anti-lgs humanas del tipo IgG o IgM, segun lo que se quiera determinar.

Enzimoinmunoensayo (EIE)

La técnica de EIE consiste en adsorber antigenos o anticuerpos a tubos, esferas o cavidades
de microplacas de poliestireno o cloruro de polivinilo. Dichas superficies tratadas permiten unir
antigenos o anticuerpos especificos presentes en las muestras, los que luego se detectan con
anticuerpos o antigenos complementarios conjugados con enzimas. Luego de las
incubaciones y lavados, la actividad enzimatica es determinada por la adicion de un sustrato
cuya concentracion, obtenida por la medicion de su absorbancia en un espectrofotometro, es
directamente proporcional a la cantidad de antigeno o anticuerpo presente en la muestra. Las
enzimas mas utilizadas son la fosfatasa alcalina y la peroxidasa.

Métodos indirectos de estudio de los virus, serologia

La deteccion de anticuerpos es de gran utilidad diagnéstica cuando no pueden realizarse
métodos directos (cultivo, PCR, inmunofluorescencia) para detectar el agente en la enfermedad
aguda y para valorar inmunidad o la posibilidad de transmision de ciertas infecciones virales.

La mayoria de las infecciones virales primarias inducen un aumento en el titulo de
anticuerpos, que puede ser evidenciado por la titulacién de sueros pareados: el primero
obtenido tempranamente, suero agudo y el segundo en la convalecencia (15 a 21 dias
después). Los sueros deben ser procesados el mismo dia y por el mismo método para
evidenciar la presencia de seroconversion o de un aumento mayor que el cuadruple en el
titulo de anticuerpos (por ejemplo: primer suero = 1/8 y segundo suero = 1/64).

La principal aplicacion de los métodos seroldgicos es para determinar inmunidad frente a
diferentes agentes virales.

Existen una variedad de métodos disponibles para determinar anticuerpos: fijacion del
complemento, Inmunofluorescencia indirecta, Enzimoinmunoensayo, Inhibicion de la
hemoaglutinacion, Aglutinacion del latex, Western-blot.
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Desarrollo Practico N° 20

Consignas

1.
2.

Observacion al microscopio de un cultivo celular.
Realizar un subcultivo de un cultivo celular.

Materiales necesarios

Monocapa de células

Botellas plasticas o de vidrios
Pipetas de 5 ml (3)
Tripsina-EDTA o Tripsina 0,25
Medio de crecimiento

Actividades

1.

2.
3

©oNo

Observar al microscopio el cultivo que se va a repicar para ver si la monocapa es
continua, uniforme, de morfologia normal, etc.

Descartar el medio.

Utilizando una unica pipeta de 5 ml, agregar: 1,1 y 2 ml de Tripsina-EDTA
sucesivamente, descartando cada vez.

Esperar un minuto; descartar la mayor parte de la solucién de tripsina dejando un
residuo. Esperar unos minutos mas, o poner el frasco a 37°C hasta observar indicios
de desprendimiento celular.

Resuspender con 5 ml de medio de crecimiento y trasvasar al recipiente de cultivo 1
ml de medio (todo con una pipeta de 5 ml).

Diluir a la concentracion deseada de células con medio de crecimiento.

Rotular: linea, nUmero de pasaje, fecha.

Incubar a 37°C.

Agradecemos la colaboracién en la confeccion de este trabajo practico a la Bioquimica Lidia
S. Amer.
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Trabajo Practico N° 21
PARASITOLOGIA

Objetivos
e Reconocer estructuras microscépicas y macroscoépicas de parasitos humanos.

Importancia de los parasitos

La parasitologia es la parte de la biologia que estudia los fendmenos de dependencia entre
seres vivos, En un sentido amplio, el parasitismo involucra a todos los organismos que
pueden vivir sobre seres humanos: bacterias, virus hongos y parasitos. Pero el campo de la
parasitologia médica estudia los invertebrados (protozoos y metazoos) capaces de causar
enfermedad en los seres humanos.

Algunas parasitosis son sumamente frecuentes en la practica médica (oxiuriasis, giardiasis,
pediculosis), otras son consideradas excepcionales en nuestro medio (anisakiasis vy
dracontiasis) y por Uultimo, otras se desarrollan en huéspedes inmunodeficientes
(toxoplasmosis cerebral, estrongiloidiasis masiva).

Las parasitosis constituyen uno de los problemas de mayor importancia en salud publica.
Basta mencionar, por ejemplo, que el paludismo se encuentra entre las 10 primeras causas
de morbimortalidad en el mundo (2,5 millones de muertes anuales) y que el nimero de
vermes adultos de Ascaris lumbricoides, que parasitan a la humanidad ha sido estimado en
7.800 millones como minimo.

Clasificacion de los parasitos de importancia médica
Los parasitos de los humanos se clasifican dentro del reino Animalia y estan separados en
dos subreinos: Protozoa y Metazoa (Tabla 21.1).

Tabla 21.1. Paréasitos de importancia médica. Reino Animalia.
Sub . .
reino Phylum Organismo Ejemplos
Sarcodarios Amebas Entamoeba, lodamoeba,
Acanthamoeba, Endolimax
Mastigophora flagelados Giardias, Tripanosomas,
Protozoa gop 9 Trichomonas, Leishmanias,
Ciliophora Ciliados Balantidium, Babesia
. Esporozoos, | Toxoplasma, Plasmodium,
Apicomplexa - g
coccidios Isospora, Cryptosporidium
Ascaris, Ancylostoma, Enterobius
Nematoda (Gusanos redondos) Strongyloides, Trichuris, Filarias
Platelmintos| Trematodos | Duelas Fasciola, Schistosoma
(Gusanos : X :
planos) Cestodos Tenias Tenias, Hymenolepis
Metazoa Arachnida | Acaros, garrapatas, arafas, escorpiones
Mosquitos, moscas, piojos, pulgas, hormigas,
Insecta , . g
Artropoda escarabajos, polillas, cucarachas, chinches
Crustacea | Cangrejos, langostinos, gambas, copépodos
Chilopoda | Ciempies

Relacién huésped-parasito
Huéspedes, son aquellos seres (vertebrados o invertebrados) implicados en el ciclo
evolutivo de los parasitos a los cuales reciben o alojan. Estos tienen uno o varios huéspedes
en los que se desarrollan naturalmente.
Los hospedadores normales pueden ser:

1. Huésped definitivo: es aquel que alberga la forma adulta del parasito capaz de

reproducirse.
2. Huésped intermediario: es aquel que alberga la forma larval del parasito.
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3. Huésped accidental: es un huésped que no se halla involucrado en el ciclo natural de
una parasitosis. Ejemplo: Coccidios del higado de conejo por ingestidon de quistes de
Eimeria.

4. Huésped paraténico: es un huésped accidental en el cual el parasito no evoluciona,
no puede continuar su ciclo habitual, pero puede sobrevivir alojado en los tejidos.
Ejemplo: el hombre con las larvas de anquilostoma caninum (del perro) que ingresan
por piel y recorren superficialmente por debajo de la dermis ocasionando caminos
serpenteantes muy pruriginosos.

Ciclos Biolégicos

El ciclo de vida es un conjunto de procesos que cumplen los parasitos para llegar al
huésped, desarrollarse en él y producir formas infectantes que perpetien la especie.

Los ciclos bioldgicos corresponden a dos tipos basicos:

1. Directo o monoxénico: el parasito tiene un solo huésped, a cuyo organismo llega sin
la intervencién de ningun otro ser. Formas infectantes: huevos embrionados, larvas,
quistes o formas vegetativas, segun el zooparasito del que se trate.

2. Indirecto o heteroxénico: los parasitos necesitan, para completar su evolucion, un
huésped que albergara la forma adulta del parasito (huésped definitivo), y uno o mas
huéspedes intermediarios donde se desarrollaran las demas formas evolutivas del
mismo parasito.

Fuentes de infeccion: son aquellas fuentes que puedan determinar la infeccion del hombre.
Ellas son:
e Agua y suelo contaminados
Alimentos contaminados
Insectos hematéfagos
Animales domésticos o silvestres que albergan el parasito
Otras personas, sus vestidos o el medio ambiente inmediato que han contaminado
Autoinfecciones repetidas

Reservorios: se llaman asi a las especies (hombre, animales, vegetales) o suelo, o
materias organicas que contengan parasitos u otros microorganismos que puedan vivir y
multiplicarse en ellos y son fuentes de infeccion para un hospedador susceptible.

Vectores: son artropodos u otros animales invertebrados que transmiten el parasito al
huésped, bien sea por inoculacién al picar, por depositar el material infectante en la piel o
mucosas, o por contaminar alimentos u otros objetos. Los vectores pueden ser:

Portadores mecanicos: aquellos en que el agente patégeno es transportado en la superficie
del vector. El vector es un transportador simple, no indispensable para la sobrevida natural
del agente patégeno (mosca, cucaracha).

Portadores bioldgicos: los parasitos evolucionan o se multiplican en ellos, desarrollando
alguna fase de su evolucion. El vector biolégico es un huésped indispensable para la
sobrevida natural del agente patégeno (vinchuca, simulido).

Vias y mecanismos de infeccién: para ingresar al huésped, los parasitos pueden elegir
alguna de las siguientes vias:
Digestiva
Respiratoria
Cutanea y mucosa
Orificios de cavidades naturales

e Interhumana (Tabla 21.2)
La transmision solo es posible si el parasito ha alcanzado el estado de desarrollo llamado
“forma infectante” (estado de desarrollo del parasito con capacidad de ingresar en el
huésped susceptible).
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Tabla 21.2. Parasitos de transmisién interhumana (sin huésped intermediario).

Vias de Transmision

Parasito

Parasitosis

Transplacentaria

Toxoplasma gondii
Tripanosoma cruzi

Toxoplasmosis
Mal de Chagas

Sexual

Tricomonas vaginalis
Ptirius inguinalis
Entamoeba histolitica

Tricomoniasis
Piojo inguinal
Amebiasis

Contacto directo

Enterobius vermicularis
Hymenolepis nana
Pediculus humanus
Sarcoptes scabiei

Enterobiasis
Hymenolepiasis
Pediculosis
Sarna

Autoinfeccién o Autorreinfeccion

Enterobius vermicularis
Strongyloides stercoralis
Hymenolepis nana

Enterobiasis
Strongiloidiasis
Hymenolepiasis

Transfusion

Trypanosoma cruzi
Plasmodium spp.
Tripanosomas africanos

Mal de Chagas
Paludismo
Tripanosomiasis

Transplante

Toxoplasma gondii
Trypanosoma cruzi

Toxoplasmosis
Mal de Chagas

Nota: existen otros parasitos que pueden usar estas mismas vias de transmision pero

con poca frecuencia.

Infeccién y enfermedad parasitaria
Infeccion parasitaria: cuando un huésped alberga parasitos.
Enfermedad parasitaria: cuando el huésped presenta signos y sintomas como consecuencia
del parasitismo.
Factores determinantes para la manifestacién de la enfermedad parasitaria
o Del parasito: la cepa, virulencia, numero de parasitos, tropismo por ciertos érganos.
e Del huésped: edad, raza, sexo, estado inmune, estado nutritivo, constituciéon
genética.

Clasificacion clinica de las parasitosis
Los parasitos que afectan al hombre pueden asentarse en diferentes tejidos u érganos, dando
lugar a enfermedades parasitarias que pueden clasificarse segun cuatro criterios diferentes:

1. Segun su localizacion en sistemas u oOrganos: enteroparasitosis, hemoparasitosis,
histo-parasitosis, ectoparasitosis.

2. Segun su afectacion topogréfica: endoparasitosis, ectoparasitosis.

3. Segun la morfologia del parasito: protozoosis, helmintiasis, artrépodos.

4. Segun el grado de parasitismo: temporarias, permanentes.

En la Tabla 21.3 se detallan los mecanismos de transmisién y distribucion de los parasitos
patégenos humanos.

Tabla 21.3. Transmision y distribucién de los parésitos patdgenos humanos.

PROTOZOOS
Protozoos intestinales
Organismo Forma Mecanismo de Distribucion

infeccién contagio
Entamoeba histolytica Quiste/trofozoito | Indirecto (fecal-oral) Mundial

Directo (venéreo)
Giardia lamblia Quiste Fecal-oral Mundial
Dientamoeba fragilis Trofozoito Fecal-oral Mundial
Balantidium coli Quiste Fecal-oral Mundial
Isospora belli Ooquiste Fecal-oral Mundial
Especies Crytosporidium | Ooquiste Fecal-oral Mundial
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Protozoos urogenitales

Trichomona vaginalis | Trofozoito | Directo (venéreo) | Mundial
Protozoos sanguineos y tisulares
Esp. Naegleriay Quiste/trofozoito | Inoculacion directa, Mundial

Acanthamoeba

inhalacion

Esp. Plasmodium

Esporozoito

Mosquito Anopheles

Areas tropicales y
subtropicales

Toxoplasma gondii Ooquistes y Fecal-oral, ingestion Mundial
quistes tisulares de carne

Esp. Leishmania Promastigoto Simulido Phlebotomus | Areas tropicales y
subtropicales

Tripanosoma cruzi Tripomastigoto Chinche reduvido América

Pneumocystis carinii Quiste Inhalacién Mundial

NEMATODOS

Enterobius vermicularis Huevo Fecal-oral Mundial

Ascaris lumbricoides Huevo Fecal-oral Condiciones
sanitarias pobres

Esp. Toxocara Huevo Fecal-oral Mundial

Trichuris trichura Huevo Fecal-oral Mundial

Ancylostoma duodenales

Larva filariforme

Penetracion cutanea
directa de tierra
contaminada

Areas tropicales y
subtropicales

Necator americano

Larva filariforme

Penetracion cutanea
directa

Areas tropicales y
subtropicales

Strongiloides stercoralis

Larva filariforme

Penetracion cutanea
directa, autoinfeccion

Areas tropicales y
subtropicales

Trichinella spiralis

Larva enquistada
en tejido

Carnivorismo

Mundial

TREMATODOS
Organismo Forma Mecanismo de Distribucion
infeccién contagio

Fasciola hepatica Metacercaria Metacercarias en Mundial
plantas acuaticas ]

Esp. Schistosoma Cercaria Penetracion directa de | Africa, Asia, India,
la piel x cercarias Hispanoamérica
nadadoras libres

CESTODOS
Organismo Forma Mecanismo de Distribucion
infeccién contagio

Taenia solium

Cisticerco, huevo
embrionado o

Ingestion cerdo
infectado, ingestion de

Paises donde se
consume cerdo

proglétide huevos (cisticercosis)
Taenia saginata Cisticerco Ingestion cisticercos Mundial
en la carne
Hymenolepsis nana Cisticerco Ingestion de huevos, | Mundial

Hymenolepsis diminuta

fecal-oral. Ingestién de
larvas de escarabajos
infectados en cereal
contaminado.

Diagnoéstico de laboratorio de las enfermedades parasitarias
Se han descrito numerosos métodos para el diagnéstico de las enfermedades parasitarias,
como se muestra en la Tabla 21.4.
Algunos tienen utilidad para detectar una amplia variedad de parasitos, mientras que otros
son mas especificos y solo tienen valor para detectar pocas especies o quizas una sola.
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Mientras que la clave de la microbiologia clinica diagndstica es el aislamiento del patégeno
causal en cultivo, el diagnéstico de las enfermedades parasitarias se basa casi por completo
en la demostracion morfolégica (en general microscopica) de los parasitos en muestras
clinicas. Ejemplo: quistes de Entamoeba y Giardia; huevos de Ascaris, Uncinarias, Trichuris,
Tenias o0 Hymenolepis, o larvas de Strongiloides.

A veces, la demostracién de una respuesta de anticuerpos especificos (serodiagnéstico)
tiene valor para establecer el diagndstico. Ejemplo: Toxoplasmosis o Chagas. La deteccién
de antigenos del organismo en suero, orina o heces puede proporcionar un método sensible
y rapido para diagnosticar la infeccion por ciertos parasitos. De modo similar, el desarrollo
reciente de técnicas basadas en sondas de acidos nucleicos quiza se convierta en un medio
excelente para la deteccion e identificacion de parasitos en muestras biolégicas, como
sangre, heces, orina, esputos o biopsias tisulares.

Tabla 21.4. Métodos de laboratorio usadas para el diagnostico de enfermedades
parasitarias.

Examen macroscoépico
Examen microscépico
Preparaciones humedas
Tinciones permanentes
Concentrados de heces
Serologia
Respuesta de anticuerpos
Deteccion de antigenos
Sondas de 4cidos nucleicos
Deteccién
Identificacién
Cultivo
Inoculacién en animales
Xenodiagndéstico

Examen macroscopico

La consistencia de las heces (formadas, semiformadas, blandas o liquidas) puede
proporcionar una indicacion del estadio del protozoario presente. Cuando el contenido de
agua de la materia fecal disminuye durante su pasaje normal por el tracto intestinal los
trofozoitos del protozoario se enquistan para poder sobrevivir. Los trofozoitos (formas moviles)
de los protozoarios intestinales se encuentran usualmente en las muestras liquidas o blandas
y en forma ocasional en las semiformadas; el estadio de quiste se encuentra normalmente en
las heces formadas o semiformadas y rara vez en las muestras liquidas.

Los huevos y larvas de helmintos pueden encontrarse en cualquier tipo de muestra aunque la
posibilidad de hallar un parasito en las heces liquidas sera menor debido al factor de dilucion.
Ocasionalmente pueden observarse en la superficie de las heces formas adultas de
helmintos como Ascaris lumbricoides o Enterobius vermicularis (oxiuro). También pueden
observarse alli proglotides de tenias o bien estos pueden escurrirse por la muestra y
encontrarse en el fondo del recipiente.

La observacion de sangre en las heces puede deberse a diversas causas y siempre debe
ser informada. En ciertas infecciones parasitarias se observan sangre y mucus, que deben
ser examinadas con cuidado en busca de trofozoitos de amebas.

Examen microscépico

La identificacion de los protozoarios y huevos de helmintos en materia fecal esta basada en
el reconocimiento de sus caracteristicas morfolégicas especificas.

A continuacion se describen los elementos parasitarios pertenecientes a parasitos de
hallazgo frecuente en nuestra region y pais.
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PROTOZOOS

Entamoeba histolytica (Quiste)

Tamafio: 10-20 p, esféricos.

Nucleo: 4 en quistes maduros. Puede haber menos de 4 en quistes inmaduros, pero nunca hay
mas de 4. Cariosoma diminuto, usualmente central, pero puede variar de posicion. Cromatina
delicada, uniformemente distribuida a lo largo de la membrana nuclear (Figura 21.1).
Citoplasma: 10% de los quistes pueden tener barras cromatoides, de extremos lisos,
redondeados. En prequiste precoz puede verse una vacuola de glucégeno.
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Figura 21.1. a) Quiste de E. histolytica , b) Esquema.

Entamoeba coli (Quiste)

Tamafio: 10-35 p, usualmente esféricos, rara vez ovales o triangulares.

Nucleo: 8 o rara vez 16 nucleos en quistes maduros. En quistes inmaduros hay 1-8 Cromatina
periférica grosera y granular, distribuida irregularmente en agregados, algo mas homogéneos
que en los trofozoitos. Cariosoma usualmente excéntrico, pero puede ser central (Figura 21.2).
Citoplasma: barras cromatoides infrecuentes, pero con extremos irregulares, astillados. En
el prequiste se puede ver una vacuola de glucdgeno.

Figura 21.2. a) Quiste de Entamoeba coli, b) Esquema.

Giardia lamblia (quiste)

Tamafio: 8-12 p de largo, 7-10 p de ancho, ovales.

Nucleo: hay 4. Cariosoma excéntrico. No hay cromatina periférica en la membrana nuclear.
Citoplasma: espacio claro entre la pared quistica y el citoplasma, que produce un efecto de
“halo” facil de reconocer. Pueden verse fibrillas longitudinales mal definidas. Hay 4 cuerpos
medianos (Figura 21.3).

Nucleos

Fibrillas (vestigios de flagelos)

Figura 21.3. a) Quiste de Giardia, b) Esquema.
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Trichomonas vaginalis (trofozoito)

Tamario: 7-15 u de largo, 4-7 u de ancho, en forma de lagrima.

Movilidad: activa, nerviosa, de tipo flecha.

Nucleo: unico anterior. Cariosoma central pequefio. Cromatina distribuida desigualmente en
la membrana nuclear.

Citoplasma: axostilo central, longitudinal. Marca longitudinal (costa) en el sitio de
adosamiento de la membrana ondulante, que recorre la mitad del largo del cuerpo (enla T.
hominis se extiende a todo el largo del cuerpo).

Flagelos: 3 a 5 anteriores, 1 posterior. Usualmente dificiles de ver (Figura 21.4).

noyau

axostyle

extrémité
anténeure

™ membrane ondulante

Figura 21.4. a) Esquema del trofozoito spp, b) Trofozoito en heces (sin tincion).

NEMATODES

Ascaris lumbricoides (huevo)

Tamano: 60-45 y, redondos u ovoides,
cascara gruesa con cubierta
albuminosa gruesa dispuesta en
mamelones irregulares; célula interior
en diversos estadios de division. Color
marron.

Las enzimas digestivas pueden disolver
la cubierta albuminosa, quedando el
huevo con una superficie lisa
decorticada.

Enterobius vermicularis (huevo) T N

Tamanfo: 55 x 26 y e AN
Morfologia: elongados, asimétricos, con el

un lado aplanado y el otro convexo. N~ ‘
Cascara fina y lisa; suelen contener = x
larvas bien desarrolladas, que se ven \! ot \
sobre todo en preparados de cinta - N5
adhesiva (Test de Graham). ===
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Trichuris trichiura (huevo)

Tamafno: 54 x 22 p, alongados.
Morfologia: en forma de barril, con
“tapon” hialino polar en cada extremo.
Cascara amarilla a marrén, tapones
incoloros.

Ancylostoma duodenale (huevo)

Tamano: 60 x 40 y, ovales o elipsoides.
Cascara de pared fina, lisa e incolora.
Division interna usualmente bien
desarrollada, en un estadio de 4 a 8
células, bien separadas de la cascara
dejando un espacio vacio.

Strongiloides stercoralis (larva)

Tamano: 200-300 p de largo x 15 y de
grosor.

Morfologia: tubo digestivo facilmente
visible con un eséfago en el extremo
redondeado y el poro anal en el
extremo ahusado. El primordio genital
se observa en la mitad de la larva.

CESTODES

Taenia spp (huevos)

Tamano: 31 x 43 p.

Morfologia: esféricos o subesféricos, de
cascara gruesa con estrias radiales
prominentes. La oncosfera embrionada
con tres pares de ganchitos dentro de
la cascara posee valor diagnodstico el
género (la identificacién de especies de
tenias no se puede hacer en base a la
morfologia de los huevos).

Hymenolepis nana (huevos)

Tamarfo: 40 a 60 .

Morfologia: ovales o subesféricos.
Cascara formada por dos membranas
definidas: la externa es relativamente
fina y de superficie lisa; la interna tiene
dos polos opuestos de los que emergen
4 a 8 filamentos que se extienden entre
ambas membranas. Dentro de la
membrana interna hay una oncosfera
con tres pares de ganchitos (huevo
hexacanto).
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Desarrollo Practico N° 21

Consignas

1. Observacion al microscopio de protozoos: quistes de Ameba coli y Giardia lamblia y
trofozoitos de Trichomonas vaginalis.

2. Observacion al microscopio de helmintos: huevos de Ascaris lumbricoides, Taenia
spp, Ancylostoma (Uncinarias), Enterobius vermicularis, Himenolepis nana y larvas
de Strongyloides stercoralis.

3. Observacion de artropodos: huevos y formas adultas de Pediculitis capitis.
Diferenciar los sexos.

Materiales necesarios

* Portaobjetos

* Cubreobjetos

* Solucién de lugol

* Solucion fisiologica
* Varillas de vidrio

* Materia fecal

*  Flujo vaginal

Actividades

1. Realizar el montaje de las muestras con solucion de lugol o fisiolégica en funcion de
lo que se desea observar.

2. Observar al microscopio optico.

3. Observar huevos y formas adultas de Pediculitis capitis y diferenciar sexos.

4. Esquematizar en cada caso las observaciones microscoépicas realizadas indicando el
aumento y medidas relativas de los distintos elementos visualizados.
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Anexo N° 1. Practico N°11

Conceptos

Potenciales redox

El potencial de Oxido Reduccion (Eh) de una pareja REDOX es la medida en VOLTIOS de
la tendencia espontanea a donar o recibir electrones por parte de uno de los integrantes de
la pareja (flujo de electrones). Una pareja REDOX posee una forma reducida (dador de
electrones) y una forma oxidante (receptor de electrones).

Reductor <---> oxidante + electrones. En consecuencia cuanto menor sea la cantidad de
formas oxidantes menor o mas bajo sera el potencial REDOX. La presencia de O, en los
cultivos o en el medio natural debe ser eliminada imprescindiblemente del microclima de
desarrollo (O, atmosférico y en solucién. Aun mas el descenso de los Eh debe afirmarse con
la presencia en el medio de sustancias reductoras que superen en gran numero a las
oxidantes.

Flora normal anaerobia

El hombre conjuntamente con los animales (mamiferos, aves, peces) es hospedero en sus
epitelios, mucosas y aparatos de un gran numero de especies y de un gran numero de
individuos anaerdbicos. Estos son miembros de una FLORA NORMAL beneficiosa y hasta,
en algunos casos, esenciales para la vida. El conocimiento de esta flora normal es
importante desde varios angulos. Si pensamos que muchas infecciones anaerdbicas se
desarrollan en la vecindad de las superficies mucosas en las cuales estos gérmenes
predominan como flora autéctona, el conocimiento de la misma se presenta de gran utilidad
para sospechar quienes estarian involucrados en los procesos infecciosos. Esta informacion
ayuda al clinico para establecer una antibioticoterapia empirica racional y al microbidlogo
para seleccionar los medios de cultivo mas apropiados al aislamiento e identificacion
bacterianos. La Tabla A.1 muestra el predominio de las especies mas comunes como flora
normal humana segun diferentes localizaciones.

Tabla A.1. Predominio de las especies mas comunes como flora normal humana segun
diferentes localizaciones.

Flora normal Piel VRS. Boca | Intestino Genitales Uretra | Vagina
(#) externos
Bacilos Gram (+) esporulados

Clostridia 0 0 1 3 0 1 1

Bacilos Gram (+) no
esporulados Actinomyces 0 2 2 1 0 0 0
Bifidobacterium 0 0 2 1 0 0 2
Eubacterium 1 1 2 3 d d 1
Lactobacillus (*) 0 0 2 2 0 1 3
Propionibacterias 3 2 1 1 d 0 2

Bacilos Gram (-) no
esporulados Bacteroides 0 2 3 2 2 2 2
Fusobacterium 0 2 3 2 2 2 1
Cocos G (+) 2 2 3 3 2 1 2
Cocos G (-) 0 2 3 2 0 d 2

(#) Vias Respiratorias Superiores: incluye vias nasalas. Orofaringe y amigdalas.

(*) Incluye anaerobios, facultativos y microaerofilos.

(d = desconocido) (0 = no encontrados o raros) (1 = hallazgo irregular) (2 = habitualmente presentes) (3
presentes).
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Anexo N° 2. Trabajo Practico N° 12

Puntos de corte para la interpretacion del método de Kirby Bauer

Diametro de la zona de

Contenid L
. . inhibicién en mm
Agente antimicrobiano o del - -
: Resistente . Sensible
disco <= Intermedio _
o= >0=
BETALACTAMICOS. PENICILINAS
Ampicilina Enterobacteriaceae 10 ug 13 14-16 17
Estafilococos 10 ug 28 -—- 29
Enterococos 10 ug 16 - 17
Estreptococos B-hemoliticos 10 ug 18 19-25 26
Oxacilina Estafilococo 1 g 10 11-12 13
Neumococos para evaluar 1 g 20
sensibilidad a penicilina
Penicilina G Estafilococos 10U 28 29
Enterococos 10U 14 15
Estreptococos -hemoliticos 10U 19 20-27 28
Piperacilina Pseudomonas aeruginosa 100 ug 17 18
Enterobacteriaceae 100 ug 17 18-20 21
COMBINACION CON INHIBIDORES B-LACTAMASA
Amoxicilina/Acido clavulanico Estafilococo 20/10 ug 19 20
Enterobacteriaceae 20/10 ug 13 14-17 18
Ampicilina/Sulbactama 10/10 pg 11 12-14 15
Piperacilina/Tazobactama Enterobacterias 100/10 17 18-20 21
Mg
Pseudomonas aeruginosa 100/10 pg 17 18
Estafilococos Meticilina S 100/10 17 --- 18
CEFALOSPORINAS
Cefaclor 30 ug 14 15-17 18
Cefazolina 30 ug 14 15-17 18
Cefepime 30 ug 14 15-17 18
Cefixima 5 ug 15 16-18 19
Cefoperazona 75 ug 15 16-20 21
Cefotaxima 30 pg 14 15-22 23
Cefoxitina 30 pg 14 15-17 18
Ceftazidima 30 pg 14 15-17 18
Ceftixozima 30 pg 14 15-19 20
Ceftriaxona 30 pg 13 14-20 21
Cefuroxima sodica parenteral 30 pg 14 15-17 18
Cefalotina 30 pg 14 15-17 18
CARBAPENEMS
Imipenem 10 ug 13 14-15 16
Meropenem 10 ug 13 14-15 16
MONOBACTAMAS
Aztreonam 30 pg 15 16-21 22
GLICOPEPTIDOS
Teicoplanina 30 pg 10 11-13 14
Vancomicina Enterococos 30 pg 14 15-16 17
Estafilococos 30 pg - - 15
AMINOGLUCOSIDOS
Amicacina 30 pg 14 15-16 17
Gentamicina 10 ug 12 13-14 15
Kanamicina 30 pg 13 14-17 18
Netilmicina 30 pg 12 13-14 15
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MACROLIDOS

Azitromicina 15 ug 13 14-17 18
Claritromicina 15 ug 13 14-17 18
Eritromicina 15 ug 13 14-22 23
TETRACICLINAS
Minociclina 30 ug 15 16-20 21
Tetraciclina 30 ug 15 16-18 19
QUINOLONAS
Ciprofloxacina 5 ug 15 16-20 21
Levofloxacina 5 ug 15 16-18 19
Nalidixico Acido 30 ug 13 14-18 19
Norfloxacina 10 ug 12 13-16 17
Ofloxacina 5 ug 12 13-15 16
Trovafloxacina 10 ug 13 14-1 17
OTROS ANTIMICROBIANOS
Cloranfenicol 30 ug 12 1-17 18
Clindamicina 2 ug 14 15-20 21
Nitrofurantoina 300 ug 14 15-16 17
Rifampicina 5 ug 16 17-19 20
Sulfonamidas 300 g 12 13-16 17
Trimetoprima-Sulfametoxasol 1.25/23.75 10 11-15 16
Mg
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Anexo N° 3. Trabajo Practico N° 14

Numeros mas probables (NMP) para 1 g de muestra, usando 3 tubos con porciones de

ensayo de 0,1g, 0,01g y 0,001 g.

0,1 0,01 | 0,001 NMP 0,1 0,01 0,001 NMP
(107) (10% | (109 (107) (10%) (10°%)

0 0 0 <3 2 0 0 9.1
0 0 1 3 2 0 1 14
0 0 2 6 2 0 2 20
0 0 3 9 2 0 3 26
0 1 0 3 2 1 0 15
0 1 1 6.1 2 1 1 20
0 1 2 9,2 2 1 2 27
0 1 3 12 2 1 3 34
0 2 0 6.2 2 2 0 21
0 2 1 9,3 2 2 1 28
0 2 2 12 2 2 2 35
0 2 3 16 2 2 3 42
0 3 0 9,4 2 3 0 29
0 3 1 13 2 3 1 36
0 3 2 16 2 3 2 44
0 3 3 19 2 3 3 53
1 0 0 3,6 3 0 0 23
1 0 1 7,2 3 0 1 39
0 0 2 11 3 0 2 64
1 0 3 15 3 0 3 95
1 1 0 7,3 3 1 0 43
1 1 1 11 3 1 1 75
1 1 2 15 3 1 2 120
1 1 3 19 3 1 3 160
1 2 0 11 3 2 0 93
1 2 1 15 3 2 1 150
1 2 2 20 3 2 2 210
1 2 3 24 3 2 3 290
1 3 0 16 3 3 0 240
1 3 1 20 3 3 1 460
1 3 2 24 3 3 2 1100
1 3 3 29 3 3 3 >1100

Table 966.24A, “Official Methods of Analysis of AOAC International. 16" Edition, 1995.
Volumen |. Suplement March 1996. Chapter 17. Microbiological Methods”.
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