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5 Meétodos de estudio
de bacterias y virus

Metodos diagnosticos

D. Sandin, G. Algorta

Introduccion

Uno de los propésitos de la microbiologfa médica es trabajar en asociacién con la clinica
para brindar un diagnéstico y un manejo adecuado de las enfermedades infecciosas, ademas
de prevenir la diseminacién de la infeccién a otros individuos. Generalmente es importante
documentar la presencia de la infeccién, determinar su naturaleza especifica y orientar la
terapéutica adecuada en forma temprana en el curso de la enfermedad.

La buena calidad de este trabajo lleva implicita, entre otras, actividades propias del la-
boratorio: criterio de seleccién de exdmenes a solicitar por los médicos clinicos; recoleccién,
rotulado y transporte de las muestras; evaluacién de las muestras y pruebas de laboratorio;
procedimientos que verifican los resultados y el uso apropiado por los médicos de los resultados
para el diagnéstico y el tratamiento de las enfermedades infecciosas.

Existen muchos métodos para realizar el diagnéstico de las infecciones microbianas en el
laboratorio. Estas incluyen examen directo, aislamiento por cultivo, deteccién de antigenos y
4cidos nucleicos y pruebas seroldgicos para detectar la respuesta de anticuerpos del individuo
a la infeccion.

No existe un tnico abordaje que cumpla todos los requerimientos del diagnéstico micro-
bioldgico, por lo tanto hay que implementar una combinacién de métodos. La eleccién de los
mismos dependera de los diferentes factores que incluyen el conocimiento de las patogénesis
de los agentes sospechosos, el estado de la enfermedad y la disponibilidad y utilidad de los
diferentes métodos para la infeccién particular.

Estrategia en la eleccion de los métodos

El laboratorio de microbiologia debera tener a disposicién del clinico todas las pruebas ne-
cesarios para el diagndstico y la atencién de los pacientes a servir. Pero no todas las pruebas
pueden ser realizadas en el laboratorio, por lo tanto éste deberd decidir cuéles se realizardn
alli, cudles se enviardn a un laboratorio de referencia y cuél sera ese laboratorio.

Las necesidades de los pacientes dictardn el ndmero y la variedad de métodos que el
laboratorio ofrecera. Basado en estudios numéricos histéricos y predictivos de las pruebas
solicitados, el laboratorio puede discontinuar pruebas poco usadas que resultan costosas y
de baja calidad. Por otra parte, antes de decidir implementar una nueva prueba diagnéstica,
ésta deber ser seleccionada previamente. El conocimiento de la poblacién influird en esta
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decisién, porque una prueba varfa segtin su eficiencia para detectar un resultado positivo en
relacién con la prevalencia de esa enfermedad en la poblacién. Generalmente las medidas de
performance de una prueba incluyen sensibilidad, especificidad y valores predictivos positivo
y negativo.

Inherente a la determinacién de la sensibilidad y la especificidad de una prueba, el gold
standard o patrén de oro, es el pardmetro con el que se compara la prueba. Esto no siempre
es posible de realizar. Existen, por ejemplo, nuevas pruebas de deteccién de antigenos como
los ensayos para virus sincicial respiratorio que pueden ser més sensibles e igual de especificos
que el cultivo convencional. En tales circunstancias no debe juzgarse la performance de una
prueba contra métodos standard.

Cuando se dan las condiciones para una comparacién con un gold standard, la sensibilidad
y la especificidad de un método es independiente de la poblacién de pacientes a analizar.
Asf, los laboratorios no necesitan realizar grandes estudios de evaluacién de nuevas pruebas
y usarén evaluaciones que fueron realizadas por microbiélogos competentes y respetados que
fueron publicados en la literatura cientifica. La eleccién de una prueba deber4 basarse en la
performance publicada y la utilidad detectada por el laboratorio, segtin la prevalencia percibida
desde el laboratorio de la enfermedad en cuestién.

Es conveniente definir en este momento los conceptos de sensibilidad y especificidad. La
sensibilidad de una prueba diagnéstica puede tener diferentes definiciones. Puede explicar
la habilidad de una prueba para detectar pequefias cantidades de lo analizado (por ejemplo
los anticuerpos). Otra definicién de sensibilidad determina que es la habilidad de un método
para detectar casos positivos (ausencia de falsos negativos). También puede ser definida
como la probabilidad de que una prueba sea positiva cuando la enfermedad est4 presente o
la proporcién de personas con infeccién que reaccionan positivamente en la prueba diagnés-
tica realizada. Por ejemplo, una prueba diagndstica serd mas sensible, cuando detecte mayor
ntmero de personas infectadas o enfermas. La sensibilidad de una prueba se calcula segtin
la siguiente férmula:

Reactivos positivos x 100
Reactivos positivos + falsos negativos

La especificidad de una prueba es la habilidad que tiene para identificar correctamente a
todos los negativos (ausencia de falsos positivos). Otra definicién es la probabilidad de que
una prueba sea negativa cuando la enfermedad no est4 presente o la proporcién de personas
sin la infeccién o enfermedad que reaccionan como negativas. Por ejemplo, una prueba es
maés especifica cuando tiene menos reacciones positivas entre las muestras de personas que
no tienen la enfermedad. La especificidad se calcula segtin la siguiente férmula:

No Reactivos x 100
No Reactivos + Falsos positivos

Por otro lado, la eficacia de una prueba es la habilidad general de detectar correctamente
todos los positivos y los negativos. Es una combinacién de sensibilidad y especificidad y brinda
una idea de la eficacia total de una prueba.

Hay que considerar que no es lo mismo aplicar una prueba a una poblacién con alta
prevalencia de determinada enfermedad que a otra poblacién con una baja prevalencia de la
misma. Es interesante conocer los valores predictivos de estas pruebas. El valor predictivo,
es la probabilidad de tener la enfermedad determinada por el resultado de la prueba. Existen
dos tipos, el positivo y el negativo.

El valor predictivo positivo, es la probabilidad de tener la enfermedad si el resultado de
la prueba es positivo y se calcula con la siguiente férmula:
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Reactivos positivos x 100
Reactivos positivos + falsos positivos
El valor predictivo negativo, es la probabilidad de no tener la enfermedad si el resultado
de la prueba es negativo y se calcula con la férmula:
No Reactivos x 100
No Reactivos + falsos negativos
Los valores predictivos de las pruebas lo determinan la sensibilidad, la especificidad y la
prevalencia de la enfermedad en la poblacién en la que se aplica dicha prueba.

Recoleccion y transporte de las muestras

La utilidad de un procedimiento analitico estd directamente influido por la calidad de la
muestra. La primera apreciacién a realizar es si la muestra es representativa de la enfermedad
que se considera. Por ejemplo, si el paciente tiene una neumonia es incorrecto realizar un
exudado farfingeo para aislar el germen causal, porque las muestras respiratorias altas no son
representativas de infecciones del aparato respiratorio inferior; los microorganismos que causan
estas infecciones son habitantes normales de la flora nasofaringea. En esta enfermedad, el
microorganismo también se puede aislar en la sangre del individuo, porque son enfermedades
que pueden cursar con bacteriemia; también en el liquido pleural si estdn presentes. Tampoco
es correcto en enfermos con otitis media, buscar el microorganismo causal en el exudado
nasal por las mismas razones. Pero en este caso (otitis media), el microorganismo se puede
aislar en el liquido del oido medio por puncién de la membrana timpénica.

Los materiales provenientes de sitios normalmente estériles, siempre son muestras exce-
lentes cuando se realizan en condiciones adecuadas.

Para estudiar las bacteria anaerobias, nunca se deben recoger muestras contaminadas
con flora normal, porque generalmente los anaerobios forman parte de la flora normal y
su aislamiento en muestras recogidas en contacto con piel o mucosas son imposibles de
interpretar.

Para la recoleccién de las muestras, el médico debe considerar que para realizar una bue-
na recoleccién es fundamental la transmisién correcta de las indicaciones, las cuales deben
ser racionales. Esto es importante para que el personal que recoge la muestra (enfermeras,
técnicos de laboratorio, etc.), sepan y entiendan lo que deben hacer. En la seleccién de la
muestra hay que considerar la representatividad como ya fue mencionado. Ademas, siempre
hay que preparar el sitio de extraccién de la muestra. Si se realiza por puncién, habra que
realizar la desinfeccién correcta de la piel; si es un examen de orina, la limpieza de la regién
y recoleccién del chorro medio, etc.

Es importante destacar que es frecuente recibir en el laboratorio de microbiologfa muestras
inadecuadas por diferentes razones. Describiremos algunas de estas solicitudes irracionales. Los
hemocultivos se reciben como muestras tGnicas o mas de tres en 24 horas. Las muestras tGnicas
de sangre dificultan la interpretacién en el laboratorio, porque se aislan microorganismos de
la flora normal de piel y no se puede evaluar si éstos son por contaminacién de la muestra
en el momento de la extraccion o porque dicha bacteria en la causante de la enfermedad del
paciente. En la mayorfa de las situaciones no se necesita realizar tomas seriadas que recargan
innecesariamente el trabajo del laboratorio y no aportan datos nuevos de interés. Las muestras
de heridas o secreciones respiratorias para estudio bacteriolégico, pueden ser inadecuadas
cuando existe predominio de células epiteliales sobre la otra poblacién celular y no son re-
presentativas del estudio que se pretende. Para el estudio de virus respiratorios, se considera
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que la muestra fue incorrecta si en los aspirados nasofaringeos no se obtuvieron células. Otras

muestras inadecuados para estudio son: muestras de objetos y supertficies inanimados, exu-

dados de lesiones de boca, contenido intestinal, abscesos perirectales, colostomia, exudados
de lesiones de dectbito y puntas de sondas vesicales o catéteres pleurales.

A continuacién se mencionan los requisitos necesarios para una correcta recoleccién de
las muestras. En principio dicha recoleccién debe realizarse antes del inicio de la antibioticote-
rapia. Un ejemplo demostrativo es la realizacién de la puncién lumbar en la meningitis aguda
supurada. En esta situacién, luego del diagndstico clinico se realiza la puncién lumbar para el
diagnéstico citoquimico y bacterioldgico; luego y antes de obtener los resultados, se inicia el
tratamiento antibiético. Posteriormente, cuando se tienen los resultados, en las mejores de
las situaciones se podra adecuar la terapéutica o adoptar otras conductas pertinentes.

Como los antibidticos no tienen efectos sobre los virus, se puede obtener una muestra para
cultivo viral atin cuando el tratamiento antibacteriano ya se hubiera iniciado. También es ttil
averiguar si el paciente ha recibido vacunas virales o tratamiento antiviral recientemente.

La muestra se dirigira a buscar el microorganismo en el sitio donde esté y se buscara que la
muestra esté exenta de contaminacién externa; para esto es necesario que el técnico brinde al
paciente la instrucciones al respecto. También hay que considerar la etapa de la enfermedad,
por ejemplo para aislar Salmonella typhi en la fiebre tifoidea, se podra aislar en una muestra
de sangre obtenida en los primeros dfas de enfermedad, con el pasar del tiempo la posibilidad
de recuperacion del germen disminuye y habra que recurrir a otras muestras como materia
fecal que tienen menor significacién clinica.

Para los virus, las mejores muestras generalmente son las que se obtienen al inicio de la
enfermedad (dentro de las primeras 72 horas), cuando el virus se excreta a concentraciones
relativamente elevadas y todavia no se ha unido a anticuerpos. Después de transcurridos siete
dias, habitualmente no vale la pena realizar cultivos virales cuando se trata de huéspedes
inmunocompetentes. No obstante, en inmunocomprometidos y en infecciones virales per-
sistentes o crénicas, el virus puede aislarse durante periodos prolongados.

La muestra deber4 tener un volumen suficiente para su procesamiento, adem4s de ser
recogida en recipiente rotulado y limpio por fuera. Es imperativo que la muestra se acompafie
de datos clinicos. El envio debe realizarse rapidamente preservando la muestra de tempera-
turas extremas y de la desecacion. Para ello se usan medios de transporte. Los hisopos son de
diferentes materiales: algodén, alginato, etc. Existe la posibilidad de que algunos sean téxicos
para algunas especies bacterianas y se desaconseja su uso en algunas muestras. Generalmente
los hisopos de algodén son de uso generalizado, considerando que pueden contener 4cidos
grasos no saturados inhibidores de N. gonorrhoeae, por lo que se recomiendan los de alginato
de calcio o de dacron para muestras uretrales.

A continuacién detallaremos algunos ejemplos de recoleccién y transporte de muestras
clinicas.

*  Hisopados conjuntivales: frotar la conjuntiva palpebral con un hisopo estéril humedecido
con solucién salina estéril. Colocar el hisopo en 3 0 4 ml de medio de transporte.

* Hisopados de lesiones y vesiculas cutdneas: recolectar la muestra dentro de los tres dfas de
la erupcioén de la vesicula. Primero, se lava suavemente la superficie de la vesicula o la
lesién con etanol al 70%, luego se aspira el fluido vesicular con una jeringa de tuberculina
y se coloca el aspirado en 3 0 4 ml de medio de transporte. En las lesiones cutdneas o
vesiculas abiertas, frotar con un hisopo y colocarlo en 3 0 4 ml de medio de transporte.
El hisopado de las vesiculas puede ser colocado en el medio de transporte que ya tiene el
fluido vesicular.
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*  Aspirado nasofaringeo: es la muestra de eleccién para los virus respiratorios. Se introduce
una sonda nasogéstrica (SNG) por las fosas nasales hasta la rinofaringe y se aspira el moco
en un tubo colector especial. El contenido de la SNG se lava con medio de transporte
para virus que se recoge en el tubo colector.

* Hisopados nasales: introducir suavemente un hisopo de algodén seco en la nariz. Dejar
el hisopo en la nariz durante algunos segundos para que las secreciones sean absorbidas.
Colocar el hisopo dentro de 3 0 4 ml de medio de transporte.

* Hisopados faringeos: frotar las amigdalas y la faringe con un hisopo de algodén seco. Co-
locarlo en 3 0 4 ml de medio de transporte.

*  Hisopados rectales: introducir un hisopo de algodén humedecido, 2 0 3 cm dentro del
canal anal y realizar movimientos rotatorios. Colocar el hisopo en 3 0 4 ml de medio de
transporte.

*  Heces: recolectar 2 0 4 g de la muestra en un recipiente limpio.

*  Orina: recolectar 10 a 15 ml de orina recientemente emitida en un recipiente estéril y
enviarla directamente al laboratorio.

* Liquido cefalorraquideo (LCR): recolectar al menos 0,1 ml de LCR (mejor 2 o 3 ml).
Transportarlo al laboratorio inmediatamente.

*  Sangre con anticoagulante (para cultivo viral o inmunofluorescencia): recolectar sangre
entera en un tubo que contenga heparina, citrato o EDTA (quelante de calcio) y enviarla
directamente al laboratorio. La entrega répida (2 a 6 horas) al laboratorio es esencial.

*  Suero (para pruebas serolégicas): recolectar la muestra de sangre en un tubo estéril que
no contenga anticoagulantes. Enviar la muestra al laboratorio (no congelar).

Los medios de transporte son diferentes para estudio viral o bacteriano.

Métodos

El cultivo y la identificacién de los patégenos especificos a partir de los materiales recogidos
de los pacientes en los que se sospecha una infeccién es la mejor herramienta diagndstica
disponible, aunque no la mas rdpida. En algunas situaciones dicho estudio resulta dificil o
incluso imposible, por ejemplo en rickettsiosis y en la sffilis.

En algunos casos puede ser necesaria la serologfa u otros métodos, ya sea por que no se
conocen las condiciones necesarias para su cultivo in vitro o por los riesgos que implica la
manipulacién de estos microorganismos.

Hoy se dispone de técnicas para detectar y cuantificar muchos marcadores especificos de
enfermedades infecciosas. Por un lado, se usan técnicas inmunoldgicas para cuantificar las
inmunoglobulinas especificas o deteccién de antigenos en los tejidos; por otro, la introduccién
de la genética molecular en el laboratorio clinico, ha sido un gran avance al respecto.

METODOS DIRECTOS

Son aquellos que detectan: al microorganismo por microscopia, al microorganismo por cultivo,
a los antigenos del microbio y los 4cidos nucleicos (reaccién en cadena de la polimerasa).
Para la deteccién de antigenos se usan técnicas inmunoldgicas como la inmunofluorescencia
(IF), el enzimoinmunoanalisis (EIA) y los test de aglutinacién.

METODOS INDIRECTOS
Son aquellos que reconocen la respuesta inmune (humoral o celular) que desarrolla el hués-
ped. Se basan en la deteccién de anticuerpos especificos mediante técnicas inmunoldgicas

(EIA, IE western blot, etc.).
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DIAGNOSTICO MICROSCOPICO DE LAS ENFERMEDADES INFECCIOSAS

El microscopio de luz es una de las herramientas mas dtiles en el diagndstico bacteriolégico.
Adn hoy con el desarrollo de métodos mas rapidos (muchos requieren instrumentos sofisticados
o caros), la simple visualizacién microscépica de muestras clinicas es todavia la forma més
rapida y especifica de orientar el diagndstico clinico. Basta recordar la utilidad del examen en
fresco para la visualizacién de algunas bacterias, por ejemplo el examen en fresco con campo
oscuro para Treponema y las muestras fijadas y tefiidas con coloraciones simples o diferenciales,
como la coloracién de Gram o de Ziehl Neelsen.

Existen distintos tipos de microscopios épticos o de luz. El mas usado en el laboratorio
de bacteriologfa es el microscopio de campo claro (de luz transmitida), el resto (de campo
oscuro, de contraste de fases, de luz ultravioleta) tienen uso més restringido.

El microscopio de luz consta de dos sistemas de lentes convergentes: el objetivo (préximo
al objeto de estudio) y el ocular (préximo al ojo del observador). Posee un objetivo de bajo
aumento (10X), uno de mediano aumento (40X) y uno de alto aumento (100X o lente de
inmersion). Este tltimo es el mas usado en bacteriologfa, porque al sumergir el lente en el
aceite que recubre el preparado aumenta el poder de resolucién a 0,2 micras, siendo posible
observar la mayorfa de los tipos bacterianos. El microscopio posee ademés una fuente de luz
(incluida o externa al instrumento), un condensador mévil, un espejo que refleja la luz y un
diafragma que permiten regular el paso de la luz concentrando los rayos luminosos sobre
el objeto. Por tltimo, tiene una platina para colocar la ldmina de estudio y un mecanismo
de ajuste para enfocar el sistema de lentes sobre el objeto. Dicho mecanismo consta de un
macrométrico (de ajuste grosero) que coloca al objeto proximo al foco y un micrométrico (de
enfoque fino) que permite el enfoque del objeto.

La microscopia éptica es un método sencillo y rdpido que muchas veces orienta al diag-
néstico etioldgico. Nos informa la cantidad y morfologia bacteriana, ademés de la presencia
de determinados tipos celulares presentes en el preparado que validan o no la muestra para
el analisis microbiolégico; por ejemplo: las células epiteliales en muestra de secreciones
respiratorias.

El examen microscépico puede realizarse en fresco u obteniendo un frotis fijado y colorea-
do. El examen en fresco permite apreciar la existencia de bacterias y la presencia de movilidad
de las mismas y caracteristicas de esta. Esto dltimo muchas veces orienta a la identificacién
de una cepa bacteriana o al diagnéstico etioldgico.

Algunas bacterias como las espiroquetas tienen un didmetro muy pequefio como para
ser observadas en un microscopio de luz transmitida, por lo cual se usa el microscopio de
campo oscuro que permite distinguir sus propiedades morfolégicas y de movilidad. En este
microscopio, la luz pasa a través de un condensador que proyecta luz transversalmente sobre
la muestra, de modo que el haz de luz incide oblicuamente sobre la superficie del microorga-
nismo siendo reflejado. Los rayos desviados son los que penetran en el objetivo y hacen que
los cuerpos bacterianos se observen rodeados de un halo brillante.

La microscopia de fluorescencia tiene los mismos principios de éptica, las diferencias estan
relacionadas con la generacién y transmisién de la luz dtil para la excitacién de colorantes
fluorocromos o de fluorescencia natural de los microorganismos. Algunos producen luz después
de absorber luz ultravioleta; otros lo hacen luego de haber tomado un fluorocromo, por ejemplo
las bacterias 4cido alcohol resistentes. Por dltimo, otros producen luz luego de la unién del
antigeno a un anticuerpo conjugado previamente con un colorante fluorescente, este método
es muy usado en virologfa y serd expuesto con las técnicas Inmunoldgicas; también es muy
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usado en el diagnéstico de algunas enfermedades bacterianas, poe ejemplo Chlamydia spp. y
virus sincicial respiratorio.

La microscopia electrénica usa electrones en lugar de luz. Dicho método de estudio es
Gtil por ejemplo para el diagnéstico de virus causantes de gastroenteritis. Con el microscopio
electrénico se puede observar la morfologia de los viriones presentes en las muestras clinicas.
La limitacién de este método, ademas del costo del microscopio, es que necesita una concen-
tracién elevada de viriones (aproximadamente 109 particulas virales por ml, dependiendo del
virus) en la muestra, por lo tanto decimos que es poco sensible. Por esto es una técnica poco
usada, m4s atn con el desarrollo de técnicas alternativas de similar utilidad. El microscopio
electrénico nos permite, por ejemplo, obtener resultados positivos rdpidos de muestras de
materia fecal de pacientes con diarrea. Rotavirus, Adenovirus, Coronavirus y Calcivirus
pueden ser visualizados e identificados como causantes de esta enfermedad. Por ejemplo,
Rotavirus posee una forma caracteristica en doble rueda y un tamafio distintivo (70 nm de
didmetro) y se los encuentra en concentraciones de hasta 10!! particulas virales por gramo
de heces. También en otras muestras, como liquido vesicular, biopsia de tejidos, verrugas,
orina o suero es posible obtener resultados positivos mediante coloracién negativa. Si la
concentracién de virus en la muestra clinica es baja y por tanto no son visibles directamente
por el microscopio electrénico, se pueden usar técnicas que aumentan la visualizacién, por
ejemplo la inmunoelectromicroscopia. Esta consiste en el agregado de anticuerpos especificos
antivirales y la formacién de agregados de particulas que son visibles con mayor facilidad que
las particulas solas (ver figura 1).

AISLAMIENTO Y CULTIVO DE MICROORGANISMOS VIABLES

El cultivo es atn el gold standard y una herramienta importante de diagndstico. Permite
ademas, identificar el microorganismo aislado, realizar estudios de sensibilidad a los antibiéticos
y antivirales y tipificar el microorganismo con fines epidemioldgicos.

Figura 1. Microfotografia electrénica de virus visualizados en heces de pacientes
con diarrea. A- Adenovirus. B- Rotavirus.
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Para el microbidlogo el problema es decidir cuél o cuéles de los microorganismos aislados
en una muestra clinica estdn involucrados en la enfermedad en cuestion.

Son pocos los microorganismos a los cuales el término “patégeno” puede aplicarse inva-
riablemente, definiendo patégeno aquel microorganismo que siempre que se encuentra estara
causando una enfermedad infecciosa. La mayorfa pueden integrar la flora del huésped que es
dindmica en su composicién. Por lo tanto, es interesante definir los sitios estériles y los que
poseen flora, aunque no existen categorias claras que delimiten entre especies patégenas e
inocuas. Las conclusiones se basaran en los criterios establecidos para un buen procesamiento
del material.

Como regla general, la eleccién de métodos y medios de cultivo se ajusta a la naturaleza,
al origen de la muestra y a los interrogantes que se pretende responder. Por ejemplo para
una muestra de pus drenada de un absceso: {Cudles microorganismos estan presentes como
agentes causales? Se supone que cualquier microorganismo presente puede ser el causal y
que el tratamiento dirigido hacia él debe resultar beneficioso. La estrategia a seguir debe ser
recuperar cualquiera y todos los microorganismos presentes. El método sera utilizar varios
medios de cultivo y enriquecimiento. En contraste con este enfoque abierto, algunos cultivos
se realizan para determinar si un patégeno particular estd presente o no. Por ejemplo en un
exudado faringeo: {Cuéles microorganismos estdn presentes como agentes causales? S. pyogenes.
La estrategia a aplicar debe ser investigar un tGnico agente tratable y cultivable. Por lo tanto
el me “todo serd usar medios de cultivo solo para S. pyogenes. De esto se desprende que existe
muchos medios de cultivo con diferentes propésitos. Por un lado, existen los medios simples
que permiten el desarrollo de microorganismos con gran capacidad metabélica, que con pocos
nutrientes son capaces de extraer todo lo necesario para multiplicarse. Por el contrario, existen
medios complejos que agregan diferentes sustancias necesarias a algunos microorganismos.
Los medios de cultivo también pueden definirse como determinados, aquellos que tienen su
composicién quimicamente definida o aquellos no bien definidos. Para el cultivo pueden usarse
medios de cultivo diferenciales que ponen en evidencia alguna caracterfstica metabdlica de
algdn grupo de bacterias. También pueden usarse medios selectivos que inhiben el desarrollo
de algunos microorganismos, permitiendo el desarrollo particular de otros. Por dltimo, los
medios de enriquecimiento son medios liquidos que facilitan el desarrollo de algunos micro-
organismos inhibiendo Ia flora asociada y modificando Ia relacién cuantitativa entre estos. El
aislamiento posterior en medios s6lidos permite la recuperacién de estas bacterias.

En el laboratorio de bacteriologfa clinica cuando se realizan estos cultivos, hay que consi-
derar su sensibilidad para las diferentes muestras. No es lo mismo el diagnéstico de infeccién
urinaria por urocultivo (técnica de sensibilidad alta), que el diagnéstico de neumonia por
cultivo de esputo (técnica de sensibilidad muy baja).

Otro elemento importante a considerar es la valoracién de resultados positivos. (El
microorganismo aislado de un sitio normalmente estéril, es un contaminante?; i{forma parte
de la flora normal de otros sitios en el huésped? Un ejemplo interesante es cuando se realiza
una Gnica muestra de hemocultivo y se afsla S. epidermidis, éste es un aislamiento en sangre
normalmente estéril de un microorganismo que normalmente habita la piel del ser humano.
Es imperativo en estas situaciones tener mis de una muestra para poder interpretar estos
resultados y definir si es una contaminacién accidental o el microorganismo aislado es el
responsable de la enfermedad.

Las pruebas de identificacién de las bacterias aisladas y los estudios de sensibilidad se
describen en los capitulos respectivos.
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Cultivos celulares

El aislamiento de un virus como técnica gold standard, permitfa medir todas las otras pruebas
de diagnéstico viral; pero hoy con el desarrollo de nuevas técnicas de biologfa molecular,
el cultivo ya no es la técnica més sensible. Asimismo, el aislamiento de virus tiene elevada
sensibilidad y especificidad; pero como solo se amplifica el virus, aumenta la sensibilidad sin
disminuir la especificidad. Sin embargo, existen algunas desventajas en el aislamiento del
virus. El proceso suele ser lento (dias a semanas para la identificacién) y en consecuencia
puede no estar disponible a tiempo para influir en el tratamiento del paciente. Ademas, es un
proceso dificultoso y caro. Por otra parte, requiere el uso de sistemas de cultivo adecuados,
por ejemplo necesitan muchas lineas celulares para la deteccién 6ptima de virus. Los cultivos
celulares son los biosubstratos més usados para la propagacién de los virus.

Un cultivo celular es obtenido de explantes de 6rganos o de embriones de animales. Estas
células obtenidas asépticamente se disocian por accién de una enzima (tripsina) que rompe el
cemento intercelular. La suspencién de células libres asi obtenidas, se coloca en la superficie
plana de un recipiente de vidrio o de pléstico, donde se adhieren y multiplican formando
una capa fina de células que se llama monocapa celular. Esta crece en un medio de cultivo
complejo que contiene albdmina, vitaminas, sales, glucosa, etc., en un sistema buffer. Se
previene la contaminacién bacteriana agregando antibiéticos adecuados al medio de cultivo.
Los cultivos celulares en monocapa son los méas usados, aunque hay otros sistemas (cultivos
en suspension, explantos, cultivos de érganos, cultivos en microcarriers, etc.).

Los cultivos celulares se dividen en primarios, diploides y lineas celulares continuas.
Los primeros se obtienen a partir de células, tejidos u 6rganos tomados directamente del
organismo y pueden subcultivarse una o dos veces. Las lineas celulares diploides, crecen en
pasajes sucesivos hasta aproximadamente 50 subcultivos y conservan, por lo menos en un
75%, el cariotipo correspondiente a la especie de que provienen. Las lineas celulares conti-
nuas, permiten un ndmero finito de subcultivos y son heteroploides. Para considerar que se
ha logrado establecer una linea continua, esta debe haber sido subcultivada por lo menos
70 veces. Estas lineas celulares continuas ofrecen las siguientes ventajas: disponibilidad para
todos los investigadores de stocks de células idénticas, ya sea congeladas en ampollas o en
monocapa en botella de cultivos, con la posibilidad de reconstituirlas cuando sea necesario.
Facilidad relativa del pasaje y mantenimiento en todos los laboratorios. Libre de contamina-
cién con agentes extrafos.

Los distintos cultivos celulares varian en cuanto a su susceptibilidad a los diferentes virus,
ya que existe una relacién especifica entre el huésped y el virus, que esta en relacién con los
datos clinicos y el tipo de muestra para inocular. Asf por ejemplo la linea celular HEp-2, son
células heteroploides humanas derivadas del carcinoma laringeo y se recomiendan para virus
sincicial respiratorio y Adenovirus.

La MRCS5, es una linea diploide fibroblastica de pulmén embrionario humano, que se
usa para el aislamiento del Citomegalovirus, el virus sincicial respiratorio, herpesvirus , Echo
virus, etc. La MDCK, es una linea celular diploide de rifién canino que se recomienda para
el aislamiento del virus Influenza.

Luego de inoculado el cultivo celular, se incuba a 35-372 C por un periodo de hasta 14
dias en promedio, esperando la aparicién del efecto citopatico, la toxicidad o la degeneracién
celular. El cultivo se observa al microscopio a las 24, 48, 72 horas y luego 2 veces por semana.
Se usan cultivos celulares no inoculados para control y comparacién con cualquier cambio
morfolégico observado en los cultivos inoculados. El efecto citopatico es la visualizacién de
cambios morfolégicos mas 0 menos caracteristicos en las células inoculadas producidas por
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la accién del virus en el cultivo celular. Asi, por ejemplo, el virus sincicial respiratorio forma
sincicios o células gigantes en HEp-2. Los Adenovirus, forman células redondeadas con forma
de racimo en HEp-2, dejando 4reas libres de células.

Cuando los virus no producen efecto citopatico, se puede recurrir a técnicas que ponen
en evidencia la presencia de este en el cultivo. Las m4s usadas son: hemadsorcién, hemaglu-
tinacién y tinciones con anticuerpos monoclonales. (Ver figura 2). Hay virus que durante
su multiplicacién intracelular expresan en la membrana de la célula huésped elementos
estructurales virales llamados hemaglutininas, glicoproteinas capaces de unirse a receptores
especificos en la membrana de glébulos rojos de diferentes especies animales. Por lo tanto,
si se agregan glébulos rojos a un cultivo inoculado, se puede evidenciar la infeccién de esas
células a través de la unién de los glébulos rojos a la superficie celular. Dicho fenémeno se
conoce como hemadsorcién. En la hemaglutinacion, las hemaglutininas pueden evidenciarse
en el sobrenadante de los cultivos usando el mismo fundamento que para la hemadsorcion.

METODOS ALTERNATIVOS

Otros métodos que pueden usarse en forma alternativa a los cultivos, tienen algunas ventajas
y desventajas respecto a éstos. La especificidad puede ser imperfecta. Adem4s, pueden ser
incapaces de estudiar el patégeno en cuestién, como lo permite el aislamiento del microor-
ganismo. Por otra parte, pueden ser més sensibles, permitiendo llegar a un diagndstico con
cultivos negativos. Ademas se realizan en menos tiempo; son mas rapidos.

Inmunoquimicos

Estos ensayos se basan en la deteccién de anticuerpos (Ac) especificos que permiten sefialar
a determinado microorganismo presente en una infeccién. La otra posibilidad es la deteccién
de antigenos (Ag) solubles en los materiales a estudiar. Son todas reacciones de tipo antigeno
anticuerpo (Ag-Ac).

La especificidad de los antisueros de uso corriente en el laboratorio suele ser muy variada.
Generalmente, los microorganismos son un mosaico de antigenos expuestos. Segin su espe-
cificidad podemos encontrar tres tipos de inmunoglobulinas: policlonales, monoespecificas y
monoclonales. Por ejemplo supongamos que dos bacterias A y B son diferentes; que la bac-
teria A presenta en su superficie tres Ag diferentes y que la bacteria B posee un Ag idéntico
al de la bacteria A, un Ag propio y Gnico y, un Ag que reacciona en forma cruzada con A.
Un antisuero policlonal contra la bacteria A, la reconocera en todos sus Ag, pero también
reconocerd a B por el Ag idéntico al de A y por aquel que tiene reaccién cruzada con A.
Si pensamos en un antisuero monoespecifico contra el Ag en que B tiene reaccién cruzada
con A, también reconocer4 las dos bacterias, tanto por reconocimiento especifico, como por
reaccién cruzada. Por dltimo, un Ac monoclonal solo reconocerd a la bacteria A, dado que
no hay posibilidades de reaccién cruzada.

Es importante destacar que generalmente, todas las pruebas mejoran la especificidad y
sensibilidad con los Ac monoclonales, pero su uso debe ser valorado junto a las necesidades,
los costos, etc.

Aunque existen técnicas diferentes para la deteccién de Ag o de Ac, todas se basan en
diferentes formas de evidenciar una reaccién Ag-Ac. La contrainmunoelectroforesis (CIE)
fue una de las primeras técnicas en usarse. Esta se basa en la carga negativa que presentan los
Ag bacterianos en medio alcalino, cuando son sometidos a una corriente eléctrica; en cambio,
los Ac permanecen neutros. Esta técnica es poco usada en la actualidad porque es menos
sensibles que otras que se desarrollaron posteriormente y de mayor costo econémico.
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Figura 2. Representacion esquematica de un ensayo de aglutinacion.
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Técnicas muy usadas y de facil realizacién son las que se basan en aglutinacién de parti-
culas, por ejemplo la aglutinacién de latex o la coaglutinacién que usa S. aureus y su proteina
A fijadora de inmunoglobulinas. La prueba de aglutinacién es un método sencillo, de un solo
paso. Adem4s es una técnica rdpida y barata. Los ensayos de aglutinacién dependen de la
fijacion inicial de Ac o de los Ag especificos sobre eritrocitos o particulas de latex. Luego este
reactivo se incuba con la muestra clinica, en la que se investiga el Ag o los Ac y las particulas
se aglutinan si el Ag o Ac adecuado se encuentra presente. La prueba de aglutinacién ha
sido usada para detectar el Ag (el m4s importante) de Rotavirus en heces, mostrando buena
sensibilidad cuando se lo compara con el EIA para Rotavirus. También se ha usado para
detectar Ag de Adenovirus. (Ver figura 2)

Las técnicas de analisis inmunoabsorbente ligado a enzima (ELISA) que usan Ac unidos
a enzimas que catalizan reacciones colorimétricas, son de uso corriente. Los ELISA para la
deteccién de Ag se basan en la “captura” del Ag por Ac especificos unidos a una fase sélida,
generalmente el pocillo de una microplaca o una esfera de plastico pequefia. El Ag viral
presente en la muestra clinica se combina con el Ac fijado a la fase sélida y el Ag viral se
detecta mediante la adicién de otro Ac especifico conjugado a una enzima. La enzima con-
jugada suele ser peroxidasa o fosfatasa alcalina. En la reaccién con peroxidasa el substrato
es un perdxido capaz de oxidar un compuesto quimico incoloro, que en su forma oxidada
tiene un color caracteristico. Si la enzima es fosfatasa, la desfosforilizacién es la responsable
directa de la aparicién del color.

En los tltimos afios los EIA indirectos se han aplicado al diagnéstico de Ac virales. En esta
técnica los Ag virales se inmovilizan en una fase sélida (esferita, policubetas para microtitula-
cién u otros elementos de plastico) y se agregan los sueros en estudio; se incuban, se lavan y se
revela la reaccién Ag-Ac por el agregado de una inmunoglobulina antiespecie conjugada con
una enzima, seguida por el substrato apropiado para ésta. Con esta técnica se pueden procesar
muchas muestras en forma répida y automatizada, sin requerir de un observador experimen-
tado para leer los resultados, dado que estos se leen con espectrofotémetros especialmente
disefiados. Por lo tanto, dicha técnica se considera més objetiva (ver figura 3).

Las técnicas inmunomicroscépicas que usan la fluorescencia (IF), también son usadas
para la deteccién de Ag o Ac. Es una de las técnicas mas antiguas y de uso més difundido en
el laboratorio clinico. El principio basico de la IF directa se ilustra en la figura 4. Las muestras
clinicas apropiadas son recolectadas y colocadas en un portaobjetos donde se dejan secar
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Figura 3. Esquema para la deteccion de antigenos por enzimo inmuno ensayo directo
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y se fijan. Luego se agregan Ac especificos marcados con isotiocianato de fluoresceina que
difunden a través de la membrana celular y se combinan con los Ag virales expresados en
las células. La reaccién Ag-Ac se observa con el microscopio de fluorescencia por la apari-
cién de fluorescencia de color verde manzana. Esta técnica se puede usar para identificar
rapidamente el virus directamente en la muestra (por ejemplo en las células del lavado nasal
o de un hisopado nasofaringeo) o para confirmar el efecto citopatico observado en cultivos
celulares. Esta técnica se llama IF directa.

Ademis con el uso de Ac monoclonales especificos para los Ag inmediatos de Citomegalo-
virus, es posible determinar la presencia de dicho virus en cultivos celulares algunos dias antes
de que se pueda reconocer el efecto citopatico. Sin embargo, la eficacia de la técnica depende
mucho de la calidad de los reactivos, del microscopio de fluorescencia y de una persona con
experiencia para llegar a un diagnéstico certero; ademas de la recoleccién y preparacién de la
muestra adecuada. Aun asf, la técnica realizada en manos expertas resulta til para identificar
algunos virus como los respiratorios, dado que proporciona un diagnéstico etiolégico en una
jornada de trabajo. También pueden estudiarse muchas muestras simultdneamente.

El advenimiento de los Ac monoclonales ha incrementado la especificidad y en algunos
casos la sensibilidad de estos ensayos. Los Ac monoclonales conjugados con isotiocianato
de fluorescefna pueden usarse para identificar el virus sincicial respiratorio, Influenza A y B,
Parainfluenza 1,2 y 3 y Adenovirus entre otros. También permite subtipificar especies virales
como por ejemplo el virus herpes simple de tipo 1y 2. Esta técnica requiere solo dos a cuatro
horas y se le ha reportado una sensibilidad del 70-80 % comparada con los cultivos celulares
para la identificacién del virus herpes simple, 80-95% para el virus sincicial respiratorio y
71% para Influenza A.

La tincién con inmunoperoxidasa es similar a la de IF y es la técnica de eleccién en algunos
laboratorios. El procedimiento requiere algunos pasos adicionales, dado que en este caso el
Ac monoclonal esta marcado con una enzima que requiere la adicién de un substrato, para
evidenciar la reaccién por un cambio de color visible micro y macroscépicamente.

La IF indirecta es un método répido y confiable para la determinacién de Ac en el suero
del paciente. El principio de la técnica se ilustra en la figura 4. Se basa en la unién del Ac
presente en el suero del paciente, con los Ag expresados en la superficie y el citoplasma
de las células infectadas, que han sido fijadas a un portaobjeto de vidrio. Como control de
especificidad se usan células no infectadas. Primero se incuba el suero del paciente con las
células infectadas y no infectadas; luego se realiza un lavado con solucién amortiguadora y se
agregan Ac contra la inmunoglobulina G humana conjugada con isotiocianato de fluorescefna.
Este dltimo es una sustancia que se vuelve fluorescente a la exposicién de la luz ultravioleta
y emite una luz de color verde caracteristica. El conjugado se unir a los Ac del paciente si
la reaccion es positiva, leyéndose la prueba en un microscopio de fluorescencia. La presencia
de Ac se evidencia por la aparicién de fluorescencia en el citoplasma y la superficie de las
células infectadas, mientras que las células control no fluorescen, generalmente se ven de
color rojo. (Ver figura 4).

El radioinmunoensayo (RIA) fue originalmente aplicado para identificar el Ag de super-
ficie de la hepatitis B (HBsAg) y el Ac anti-HBsAg. Estos ensayos tienen buena sensibilidad
y especificidad, pero la aparicién del EIA con mayor tiempo de conservacién de los reactivos,
costo més bajo y ausencia de residuos radioactivos, ha reemplazado las técnicas de RIA en la
mayoria de las situaciones en las que se requiere la deteccién de Ag viral.

La técnica de western blot (WB) tiene muchas aplicaciones en el diagnéstico viroldgico.
Son particularmente ttiles para el diagnéstico del virus de la inmunodeficiencia humana
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Figura 5. Esquema de Western blott para la deteccién de anticuerpos
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(VIH). Dicha técnica se basa en la separacién electroforética de protefnas virales que son
posteriormente inmovilizadas en papel de nitrocelulosa, con el objeto de determinar la pre-
sencia de Ac especificos contra cada una de esas protefnas. Se realiza esquemdticamente en
tres pasos. En el primero se realizan cultivos celulares de grandes cantidades de virus que
luego son tratados quimicamente para su disgregacién e inactivacién. Los Ag resultantes del
lisado viral se separan por electroforesis en gel de poliacrilamida. A continuacién se realiza
una transferencia (blotting o electrotransferencia) de los Ag separados a membranas de
nitrocelulosa. Por Gltimo se coloca el suero del paciente en la membrana de nitrocelulosa
y se agregan Ac anti-inmunoglobulina humana unida a una enzima (peroxidasa o fosfatasa
alcalina); finalmente se agrega el substrato enzimatico para la visualizacién de las bandas
reactivas con un producto final coloreado. Esta técnica es similar a un EIA, aunque menos
sensible pero mas especifica. En la practica, solamente el tercer paso se realiza en los labo-
ratorios de diagnéstico, dado que los equipos comerciales proveen tirillas con los Ag; esto
facilita la estandarizacién de las determinaciones. (Ver figura 5)

La interpretacién de las pruebas seroldgicas que detectan Ac tienen como concepto
central, el aumento del titulo. El titulo de Ac es la reciproca de la mayor dilucién del suero
del paciente, en que los Ac son atin detectables. Los pacientes con muchos Ac tienen titulos
altos, ya que los Ac serdn detectables atn en diluciones altas del suero. Los pacientes con
respuesta humoral integra, aumentaran el titulo de Ac durante la enfermedad. Por lo tanto,
se deben realizar dos extracciones de suero con un intervalo de dos semanas para poder
detectar las modificaciones en el titulo, la cual tiene que ser cuatro veces (dos diluciones)
mayor para considerarse significativa. En algunas infecciones serdn necesarios periodos de
tiempo mayores para evidenciar dichos cambios. Una forma alternativa es la deteccién de
inmunoglobulina M (IgM) especifica.

Como método directo, la deteccién de Ag es de uso corriente en el laboratorio para el
diagndstico de agentes de meningitis, para la detecciéon de Ag de S. pyogenes en la faringe y
para muchos virus (sicicial respiratorio, Rotavirus, virus de la hepatitis).

Como método indirecto para la deteccién de Ac contra el microorganismo se usa en:
brucelosis, fiebre tifoidea, infecciones por Chlamydia o Mycoplasma, infecciones virales como
hepatitis, VIH, virus herpes y enfermedades eruptivas como sarampién, rubéola, paperas y
dengue.
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Basados en los acidos nucleicos

En los dltimos afios, ha ganado aceptacién en el laboratorio clinico el uso de técnicas basadas
en la deteccién de 4cidos nucleicos. La combinacién del reconocimiento de fragmentos de
4cidos nucleicos por medio de sondas y la amplificacién previa contintian en desarrollo.

Actualmente es posible extraer secuencias especificas de un fragmento de 4cido desoxi-
rribonucleico (ADN) por medio de endonucleasas de restriccién. Luego estas secuencias
extraidas se pueden desnaturalizar y marcar con una enzima o con un isétopo radioactivo.
A estas cadenas marcadas, que tienen una secuencia de ADN conocida se llaman sondas
de 4cidos nucleicos. Hoy se estan produciendo sondas de 4dcidos nucleicos sintéticas, y asf se
obtienen sondas de oligonucleétidos de alta especificidad que estan disponibles en el mercado
y son las m4s usadas en los laboratorios.

Hibridacién molecular con una sonda marcada. Las hibridaciones pueden ser: ADN-
ADN, ARN-ARN y ADN-ARN. Primero tratan las muestras con reactivos que solubilizan
y desnaturalizan los 4cidos nucleicos. Luego se afiade un fragmento de ADN marcado,
complementario al ADN viral o bacteriano y se incuba en condiciones que posibiliten la
hibridacién. Finalmente la muestra se pasa por una columna que contiene un gel que separa
la sonda ligada al ADN hibridado, de la no hibridada. Dependiendo de como este marcada
la sonda, se detectara la hibridacién. Si estd marcada con un is6topo radiactivo se puede
hacer una lectura en un contador gamma, en la cual la cantidad de radiacién medida en la
columna es directamente proporcional a la cantidad de ADN presente en la muestra problema.
También se puede realizar la electroforesis del ADN hibridado con la sonda marcada, en gel
de poliacrilamida y detectar la radioactividad emitida por la sonda mediante la aplicacién
de una placa de rayos X (autoradiografia). Si estd marcada con una enzima se detecta por
colorimetrfa. Citomegalovirus, Papilomavirus y virus Epstein-Barr, han sido identificados
usando sondas de 4cidos nucleicos (ver figura 6).

La amplificacién de 4cidos nucleicos mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), es otra técnica alternativa a los cultivos. Primero se realiza la amplificacién de los

Figura 6. Hibridacion de AND con una sonda marcada
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fragmentos de ADN a hibridar, con la reaccién en cadena de la polimerasa que aumenta
notablemente la sensibilidad de las técnicas de deteccién de ADN.

Aunque todavia son costosos, estos métodos de microbiologia molecular, ya tienen su
espacio en el laboratorio clinico. Son dtiles en la investigacién de algunas bacterias como
Mycobacterium tuberculosis, Rickettsia sp., Mycoplasma. También se usan para la deteccién de
genes que le confieren a la bacteria resistencia a algunos antibiéticos, por ejemplo la meticilino
resistencia de S. aureus y las betalactamasas de N. gonorrhoede. En virologfa han introducido
importantes cambios en el diagndstico de enfermedades, tales como la encefalitis herpética y
otras enfermedades neuroldgicas virales, la infeccién por VIH del recién nacido y la infeccién
por Papilomavirus humano.

La PCR fue desarrollada por Saiki et al., para aumentar el ndmero de moléculas de ADN
blanco en las muestras. Tiene una sensibilidad tan alta que puede amplificar una Gnica molé-
cula de ADN y una sola copia de genes puede ser extraida de mezclas complejas de secuencias
gendémicas y visualizada como bandas diferentes en geles de agarosa. Esta técnica consiste, en
una amplificacién de secuencias especificas del ADN. Se basa en el uso de secuencias cortas
de nucleétidos sintéticos llamados primers o cebadores, que se hibridan especificamente con
cada una de las cadenas de ADN previamente desnaturalizadas, llamadas moldes o templados.
Para que la reaccién se produzca se usa una enzima llamada Taq pol (ADN polimerasa ter-
moestable obtenida de la bacteria Thermus aquaticus) y deoxinucledtidos trifosfatos. La funcién
natural de la ADN polimerasa consiste en reparar y replicar el ADN. Los deoxinucle6tidos
trifosfatos se necesitan como ladrillos para la construccién. El nucleétido al cual se una la
polimerasa serd complementario al de la base en la posicién correspondiente de la cadena
templado. Se sintetiza asf una cadena simple de ADN, complementaria y alineada a cada
cebador. Se realiza una serie repetida de ciclos, cada uno compuesto por tres pasos bésicos:
desnaturalizacién a altas temperaturas (952C) del ADN de doble cadena; acoplamiento de los
cebadores, la temperatura se desciende a 55 - 722C y elongacién del cebador, aqui se eleva la
temperatura a 722C permitiendo la incorporacién de los deoxinucleétidos. Mientras tanto se
van deplecionando los cebadores y los deoxinucleétidos y se van sintetizando nuevas cadenas
de ADN. Al final se consiguen miles de copias de ADN del fragmento de ADN limitado por
los cebadores. Los fragmentos de ADN obtenidos se pueden identificar por varias técnicas:
visualizacién en geles de agarosa o poliacrilamida con tincién con bromuro de etidio y examen
con luz ultravioleta o hibridacién con una sonda marcada. La combinacién de la PCR vy las
sondas de 4cidos nucleicos marcadas promete ser el método més sensible para la deteccién e
identificacién de los virus (ver figura 7).

En conclusién decimos que para elegir un método diagnéstico, ademés de la sensibilidad
y la especificidad, hay que considerar aspectos operativos de las técnicas a usar tales como el
costo, la complejidad técnica del ensayo, el volumen necesario y preparacién de la muestra,
el tiempo que requiere el proceso y la disponibilidad comercial de los reactivos de calidad
reconocida. Ademis, se debe considerar el nivel de complejidad del laboratorio y la disponi-
bilidad tecnolégica y de recursos que requiere cada técnica.
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Figura 7. Esquema de PCR
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