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PRINCIPIO DE DIAGNOSTICO POR LABORATORIO

Las técnicas

Diagnostico serolégico

inmunolégicas se utilizan para
detectar, identificar y cuantificar antigenos en
nuestras clinicas, asi como para evaluar la
respuesta humoral frente a la infeccién y los
antecedentes de exposicion a agentes infecciosos
de un individuo. La especificidad de la interaccion
antigeno-anticuerpo y la sensibilidad de muchas
de las técnicas inmunoldgicas las convierten en
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La base de la microbiologia se creo en el
1676 cuando Antéon van Leeuwenhoek
observo bacterias en el agua utilizando uno
de los primeros microscoépicos. No fue casi
200 afos después cuando Pasteur consigui6
cultivar bacterias en el laboratorio en un

medio de cultivo compuestos de extractos de

T

cultivo in vitro

el éxito de los métodos del
cultivo depende de la biologia
del microorganismo, del lugar
de la infeccion, de la respuesta
inmunitaria del paciente frente a
esta y la calidad del medio de
cultivo.

Tipos de medios de cultivo

poderosas herramientas de laboratorio.

levaduras. azlcar v sales de amonio.
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Anticuerpos

Los anticuerpos se pueden utilizar
como herramientas sensibles vy
especificas "para detectar, identificar y
cuantificar los antigenos solubles y los
antigenos en una célula de un virus,
una bacteria o un parasito. Los
antigenos especificos se pueden
obtener del suero de pacientes
covalentes (p. e€j., anticuerpos
antiviricos) o bien se puede preparar
en animales.

Cultivo celular

Algunas bacterias y todos los virus
son  gérmenes
estrictos, de forma que solo se
pueden cultivar por células vivas.
En 1949 John franklin Enders
describi6 una técnica para cultivar
células de mamifero y aislar el

enriquecidos

intracelulares

de los gérmenes que ni

Medios de cultivo no selectivos

Estos medios estan disefiados para
permitir el crecimiento de la mayoria

unas condiciones exigentes.

Los medios de cultivo se
pueden clasificaren cuatro
grupos generales: 1) medios
no selectivos enriquecidos:2)
medios selectivos:3) medios
diferenciales. Y 4) medios

necesitan o
especializados.

Diagnéstico molecular

Al igual que las pruebas que
quedan en la escena del crimen, el

acido desoxirribonucleico (ADN),
el acido ribonucleico (ARN) o las
proteinas de un agente infeccioso
de una muestra clinica se pueden
utilizar para identificarlo.

Medios especializados

A 4

Medios de cultivo

virus de la poliomielitis. Se han creado muchos selectivos y diferenciales
medios de cultivo
especializados  distintos Los medios de cultivos selectivos
Métodos de deteccion para detectar gérmenes se disefian para poder recuperar
Il especificos, que pueden | | gérmenes  especificos  que
ser existentes o que se puedan estar presentes en una
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Los complejos antigeno-anticuerpo se
detectar
técnicas de precipitacion o marcado el
anticuerpo con una sonda radiactiva,
fluorescente enzimatica, o indirectamente
por la medicién de una reaccion dirigida
por el anticuerpo, como la fijacion del

pueden

complemento.

directamente  por
muchos otros.

presentan mezclados con

mezcla de gérmenes (p.ej. un
patdgeno entérico en los haces).
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Técnicas de precipitacion

Estos medios se hacen diferenciales
afiadiendo ingredientes especificos que
permiten la identificacion del germen en una
mezcla (p.ej. afadiendo lactosa y un
indicador de pH para identificar los gérmenes
que fermentan la lactosa.
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Sondas de acidos nucleicos no amplificados

Los oligonucleodtidos de ADN o ARN (generalmente
con una longitud menor de 50 nucleétidos) marcados
con moléculas sefializadoras se unen a secuencias
complementarias especificas de acido nucleico
microbiano para la detencion de microorganismo
aislado en el cultivo. Para que estas sondas sean utiles
debe haber un gran numero de secuencia de diana.
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Se puede distinguir los complejos antigeno-
anticuerpo especificos y las reacciones cruzadas
mediante técnicas de inmunoprecipitacion. Dentro
de un intervalo limitado de concentracion tanto de
antigenos como de anticuerpos, denominados
zona de equivalencia, el anticuerpo reticula el
antigeno para formar un complejo que es
excesivamente grande para permanecer en

Esta técnica se basa en la
naturaleza multivalente de las
moléculas de anticuerpo (p.ej.,
la inmunoglobulina [Ig] G posee
dos dominios de uni6on al
antigeno).

solucién y termina por precipitar.

Analisis de acidos nucleicos
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La técnica de inmunodifusion doble de
Ouchterlony se aplica para determinar las

De forma muy parecida a las letras, las palabras, las
frases y los parrafos de un libro, las secuencias de acidos
nucleicos del ADN y el ARN cuentan una historia sobre
las capacidades genéticas du un microorganismo aislado.
Al nivel mas superficial, se puede seleccionar una

relaciones existentes entre diferentes

La inmunodifusién radial simple
su puede utilizar para detectar y
> cuantificar un antigeno. En esta
técnica, el antigeno se coloca en
un pocillo y se permite que difunda
en un agar que contenga

antigenos. En esta técnica se colocan

anticuerpo.

soluciones de antigeno y anticuerpo en
pocillos separados abiertos en agar y se

secuencia de ADNO ARN para ide

virulencia o la resistencia a los antibioticos.

microorganismo hasta el nivel de genero o de especie, o
para caracterizar un gen que codifique un marcador de

permite que difundan uno hacia el otro para
establecer anillos de gradientes de
concentracion de cada sustancia

ntificar un

LI

infeccién para

Anadlisis de proteinas
WESTERN BLOT

El western blot, o inmunotransferencia de proteinas es una técnica para
detectar proteinas microbianas especificas o anticuerpos del paciente contra
las proteinas. Esta técnica es una variacion del sourthern blot desarrollada por
Edwin sourthern para detectar ADN y del Northern blot para detectar ARN.
Aunque esta técnica se a sustituido por otras pruebas diagndsticas de
la mayoria de microorganismos,
enfermedades como la enfermedad de Lyme, la enfermedad de Creutzfeldt-
Jakob medida por priones y el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).

aun se utiliza para
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