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ACTUALIZACION

Métodos répidos para la identificacién y confirmacién de
neisserias patogenas y especies relacionadas

F.L. Pantozzi, A Pulido, J. L. Pérez

Servicio de Microbiologra, Hospital de Bellvitge *Pri neipes de Espafia’, Universidad de Barcelona,

Feixa Larga s/n. 08907 Hospitalet de Llobregat (Barcelona),

Algunas especies de neisserias como Neisseria
meningitidis 'y Neisseria gonorrhoeae son agen-
tes infecciosos de gran importancia clinica, lo que
obliga a un diagnéstico microbiolégico correcto.
Recientemente se han descrito dos nuevas espe-
cies con caracteristicas bioquimicas, morfolégicas
y de cultivo similares a las de aquéllas. Asi, Neis-
seria cinerea, un comensal de las mucosas orofa-
rigena y, en menor medida, genitourinaria que se
ha asociado esporddicamente en patologia huma-
na en un caso de proctitis' y otro de neumonia en
un paciente con SIDA® La importancia radica en
los errores de identificacién que se producen con
N. gonorrhoeae hasta el punto de haberse plan-
teado problemas médico legales.

Algo parecido ocurre con Neisseria polysaccha-
rea, especie de reciente descripcién?, no incluida
en la 9a. edicién del Manual Bergey. Este micro-
organismo es un comensal de la orofaringe hu-
mana no asociado, por ahora, con patologia. Es
indistinguible de N. meningitidis por su patrén
sacarolitico, caracteristicas de cultivo, y porque
comparte con el meningococo la localizacién fa-
ringea, lo que ha ocasionado errores en la esti-
macién del estado de portador®.

Con respecto a Branhamella spp., también se
han producido modificaciones. En la 9a. edicién
del Bergey’s desaparece como género valido y
queda adscrita como subgénero de Moraxella®,
quedando algunas especies incluidas como spe-
cies incertae sedis dentro del género Neisseria.
Debido a que en los \iltimos afios ha sido conside-
rado crecientemente el rol patégeno de B. catar-
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rhalis y, ademas, el hecho de compartir nicho eco-
légico (orofaringe, tracto genitourinario y recto)
con las especies de neisseiras, le confiere impor-
tancia a su identificacién.

Los procedimientos cldsicos para la identifica-
cién de neisserias se basan en: comprobar la pre-
sencia de diplococos Gram negativos, oxidasa y
catalasa positivos, crecimiento en medios selecti-
vos (Thayer Martin, Martin Lewis, New York
City, etc.), y la produccién de dcido de carbohi-
dratos sobre medio de cisteinatriptosa (CTA)".
Este tltimo, método de referencia, no siempre
tiene resultados satisfactorios. Algunos de los
problemas que se presentan son de tipo técnico:
inoculo insuficiente, ausencia de cultivos puros,
contaminacién quimica de azicares (por ej. mal-
tosa con glucosa), condiciones inadecuadas de in-
cubacién y reversiones de pH en el medio®®.
Otras veces los problemas se presentan con cepas
bioquimicamente poco activas o que poseen de-
gradacién atipica de azicares; tal es el caso de N.
meningitidis glucosa y/o maltosa negativas, N.
gonorrhoeae que no utilizan glucosa, etc.*™. Todo
esto hace que muchas veces se retarde el tiempo
de identificacién superando las 48 horas.

La identificacion de B. catarrhalis est4 basada
en la presencia de diplococos Gram negativos,
oxidasa positivos, patrén asacarolitico, produc-
cién de DNAsa y reduccién de nitratos y nitritos®.
Los resultados pueden obtenerse generalmente a
las 24 horas del aislamiento primario, pero como
comentaremos mas adelante el tiempo puede re-
ducirse considerablemente utilizando otras prue-
bas especificas y de mas sencilla realizacién.

La necesidad de la correcta y precisa identifi-
cacién de estos géneros y especies bacterianas es
obvia. La rapidez es una virtud anadida que no
hay que dejar de considerar, pero también el dis-
poner de métodos sencillos y reproducibles que
puedan ser aplicables a gran parte de los labora-
torios de microbiologia. He aqui el motivo de
nuestra revision.
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Nuevos métodos

Dentro de los nuevos métodos que se disponen
citaremos: reaccién superoxol, perfiles enzimati-
cos (glucosidasas, aminopeptidasas y esterasas),
métodos inmunolégicos y sondas de ADN.

SUPEROXOL

La reaccién superoxol es una prueba sencilla,
répida y sumamente econémica. Se basa en de-
mostrar la mayor actividad catalasa que poseen
N. gonorrhoeae y B. catarrhalis. Cuando se utili-
za agua oxigenada al 30% (superoxol), estas ce-
pas producen una reaccién brusca e inmediata
(reaccién positiva) a diferencia del resto de las
neisserias que produce un burbujeo débil y/o re-
tardado”. Posee excelente sensibilidad y valor
predictivo negativo, pero es inespecifica en cuan-
to a neisserias, ya que algunas pocas cepas de
meningococo y otras neisserias dan reaccion posi-
tiva .

ENZIMAS PREFORMADOS

Los métodos basados en la utilizacién de enzi-
mas preformados tienen aplicacién sobre diferen-
tes sustratos. Poseen la ventaja de no necesitar
el crecimiento microbiano. Se realizan a partir de
cultivos primarios, agilizando asi los resultados
de identificacion entre 1y 4 horas®™ . Son de f4-
¢il realizacién, interpretacién y econémicos.

a) Glucosidasas. Método rdpido de degrada-
ciéon de azicares

Es una variante del método convencional con
las ventajas sefialadas anteriormente. Es una al-
ternativa aceptable, que evita algunas dificulta-
des técenicas del método CTA pero no supera los
problemas asociados a cepas atipicas.

b) Aminopeptidasas

En los ultimos afios se han comercializado en
diferentes paises algunos sistemas enzimaticos
de identificacién basados en la deteccion de di-
versas aminopeptidasas y que comentamos a
continuacidn.

Gamma-glutamil aminopeptidasa (GGT)

La GGT ests presente en todas las cepas de N.
meningitidis” ", y es la iinica especie que da posi-
tiva la prueba entre las que crecen en medios se-
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lectivos. Ademds es la prueba mds répida para
diferenciarla de N. polysaccharea negativa', ya
que para observar la produccién de polisacdrido
de sacarosa y el requerimiento nutricional de cis-
tina-cisteina de esta iltima, se necesita entre 18-
24 horas. En algunas cepas de las especies sapro-
fitas es posible detectar la GGT utilizando cier-
tas técnicas e incubaciones prolongadas, sin em-
bargo en nuestra experiencia con incubaciones de
4 horas, se obtuvo una especificidad del 100%*.

Es muy util como prueba auxiliar confirmato-
ria de N. meningitidis, en 1a identificacién pre-
suntiva (por ej. un aislamiento faringeo en caso
de meningitis con cultivo negativo) y en estudio
de portadores.

Prolil aminopeptidasa (PRO)

La PRO, si bien es considerada como marcador
de N. gonorrhoeae®, carece de especificidad para
utilizarla como prueba esencial, ya que préctica-
mente todas las neisserias saprofitas, incluyendo
Neisseria lactamica y N. polysaccharea dan re-
sultados positivos'”*. Si bien esta prueba debe
hacerse a partir de medios selectivos Thayer
Martin o similares, es posible identificar falsa-
mente como gonococos las cepas de N. lactamica
y N. polysaccharea que crecen también en ellos y
otras especies saprofitas que lo hacen excepcio-
nalmente.

c) Esterasas

El método de enzimas preformados puede uti-
lizarse también para la deteccion de butiratoes-
terasa, prueba de suma importancia para dife-
renciar B. catarrhalis de Neisseria spp.”'*. La
sensibilidad y especificidad de la prueba es préc-
ticamente del 100%* . Se utilizan tributirato de
glicerina (tributirina)® o 4 metil-umbeliferil-buti-
rato” como sustratos.

La prueba de tributirina es cromégena, por vi-
raje de un indicador de pH (rojo fenol) producida
por la liberacién de acido butirico. Cuando se uti-
liza el 4-metil-umbeliferil-butirato, la lectura se
realiza observando la fluorescencia producida ba-
jo luz UV. Dependiendo de la técnica que se reali-
ce, se obtienen resultados positivos a los 30 seg, 5
min y 3 horas™ ™.

Esta determinacién no distingue B. catarrha-
lis de las otras especies de Branhamella (B. ca-
viae, B. cunuculi, B. ovis), pero estas dltimas no
se aislan en humanos. Algunas especies afines
como Moraxella, también dan positiva la prue-
ba?, pero se diferencian facilmente por su morfo-
logia.
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METODOS INMUNOLOGICOS

Los métodos inmunolégicos que considerare-
mos para la deteccion de N. gonorrhoeae son los
basados en anticuerpos monoclonales, ya que los
que utilizan anticuerpos policlonales carecen de
especificidad® ** ™. Detectan componentes especi-
ficos de la membrana externa. Se utilizan en re-
acciones de coaglutinacién, inmunofluorescencia
y enzimoinmunoensayo.

a) Coaglutinacion

Dentro de este método citaremos resultados
obtenidos por diferentes autores, a partir de dos
kits comerciales. El Phadebact Monoclonal GC
OMNI Test kit (Pharmacia, Uppsala, Suecia) y el
GonoGen (GG; New Horizons Diagnostics, Co-
Jumbia, Md.).

Segin Dillon et al® y Anand et al® el reactivo
Phadebact posee una especificidad ca. 91%. Para
Carlson et al* es del 100%, mientras que Evins
et al obtuvieron valores del 60%*. Entre las espe-
cies en que se observaron falsos positivos figuran
N. cinerea, N. lactamica, N. meningitidis, otras
neisserias y B. catarrhalis®. La sensibilidad ha-
llada por estos autores fue similar, ca. 99%*". El
GonoGen posee mayor concordancia de datos se-
gin los diferentes autores. En algunos®® 2, la
especificidad fue del 100% y para Dillon et al®
del 99,1%.

b) Inmunofluorescencia Directa

El método de Ac. monoclonales fluorescentes
se detecta por el equipo comercial, Syva Micro
Track Neisseria gonorrhoeae Culture Confirma-
tion Test (Syva Co., Estados Unidos), que posee
anticuerpos de ratén marcados con fluoresceina
contra las proteinas de membrana externa 1A'y
1B de gonococo. De esta manera a partir del cul-
tivo primario, podemos visualizar por medio de
esta técnica reacciones especificas de antigeno-
anticuerpo, aproximadamente en 15 minutos.

Los datos obtenidos por diferentes autores
muestran concordancia: Ridderhof et al* y Welch
et al* obtienen una especificidad del 100% y una
sensibilidad alrededor del 94%. Otros autores
han comunicado 100% de sensibilidad y especifi-
cidad. Creemos importante comentar la expe-
riencia de Walton® sobre dos aislamientos de N.
gonorrhoeae productoras de penicilasa que no pu-
dieron ser identificadas por este método, por lo
que recomienda la utilizacién de otro método
confirmatorio.
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¢) Enzimoinmunoensayo (ELISA)

El ELISA, para el diagnéstico de N. gonorrho-
eae (Gonozyme Abbot Laboratories), es un méto-
do basado en la deteccién del antigeno presente
en muestras uretrales y cervicales. Se utiliza el
método del “doble sandwich” y el resultado es
cuantificado por medio de un espectrofotometro.
Los resultados globales varian de acuerdo con la
poblacién sujeto de estudio. Schachter et al* ob-
tienen una sensibilidad ca. 93% y una especifici-
dad del 100% en muestras uretrales masculinas
y una sensibilidad del 87% en muestras cervica-
les, siendo la especificidad ca. 97%. Resultados
similares fueron obtenidos también por Aardom
et al’" y Danielsson et al®.

SONDAS DE ADN

Por dltimo consideraremos el diagnéstico de
N. gonorrhoeae por sondas de ADN. Este método,
tedricamente posee una exquisita sensibilidad y
especificidad, ya que detecta secuencias unicas
de mononuclestidos que lo distinguen de otras
especies bacterianas.

Una sonda de ADN es un pequefio trozo de

4eido nucleico sintético, monocatenario, que
puede unirse al ADN o ARN complementario.
Partiendo de colonias de un cultivo primario, se
realiza la lisis bacteriana y los dcidos nuclei-
cos liberados son inmovilizados sobre una mem-
brana, donde posteriormente se aplicara la solu-
ci6n con las sondas de ADN. Si existe comple-
mentaridad a una regién de las cadenas diana, se
llevara a cabo la reasociacién o hibridizacién. Es-
ta hibridizacién es la que se detecta en la lectu-
ra®,
Existen varios métodos para realizarla. Uno
de ellos es el marcado radioactivo de la sonda,
descrito por Totten et al® en 1983 para la identi-
ficacién de N. gonorrhoeae, con el inconveniente
de poseer un tiempo muy corto de vida media de
los reactivos y la necesidad de disponer de conta-
dores gamma. La otra alternativa para el marca-
do de las sondas, es el uso de conjugados enzima-
ticos de biotina-avidina. El sistema OrthoProbe
(Ortho Diagnostic Systems Inc.) utiliza esta ulti-
ma. El tiempo total de la prueba es de 10-15 mi-
nutos y se evitan los inconvenientes del método
anterior.

La sensibilidad y especificidad obtenidas por
Kuritza ef al® utilizando este sistema fue del
100%. Para Ridderhof et a/* y Robinson et al*, la
especificidad fue sélo del 65 al 67%, por lo que en
la préctica se observan diferencias a las espera-
das teéricamente.

28



PL Pantozzi y col. - Métodos rapidos para la identificacién y confirmacidn de neisserias patdgenas y especies relacionadas

Valoracién critica y aplicacion

Las pruebas para la identificacién bacteriana
poseen diferente valor segun el germen y mues-
tra en cuestién, asi como el caso clinico en parti-
cular. En el caso de N. gonorrhoeae aislada a par-
tir de una uretritis del varén heterosexual, la
prueba superoxol puede aplicarse por si sola da-
da su sensibilidad y buen valor predictivo, ya que
una reaccién negativa excluye al gonococo, siem-
pre considerando la coloracién de Gram, pruebas
de oxidasa y crecimiento en medios selectivos.

En el polo opuesto, en el caso de aislamientos
procedentes de nifios prepuberes y, en general,
de aquellos diagnésticos que por las consecuen-
cias sociales o legales que se derivan podriamos
llamar de “alto riesgo”, donde otras neisserias
pueden confundir la identificacién, son necesa-
rios al menos dos métodos para realizar el diag-
néstico. Aqui las pruebas de azicares preforma-
dos pueden orientarnos. El superoxol es itil para
el cribade de N. gonorrhoeae porque un resuitado
negativo excluye el gonococo. Es de suma impor-
tancia la utilizacién de otro método con diferente
fundamento, como por ejemplo el empleo de mé-
todos de anticuerpos monoclonales.

El aislamiento de una neisseria de LCR o ma-
terial faringeo que sélo utiliza la glucosa, no debe
ser informada como N. gonorrhoeae sin proceder
a otras pruebas, aunque puedan ser aisladas de
estos materiales clinicos, ya que se han descrito
casos, como sefialamos anteriormente, de N. me-
ningitidis maltosa negativas. Aqui la prueba de
la GGT es de suma importancia, ya que es espe-
cifica para esta tltima especie. También permite
distinguir N. polysaccharea del meningococo. Si
bien la prolil aminopeptidasa es positiva y la
GGT es negativa para gonococos, también lo son
para la mayoria de las neisserias saprofitas (N.
sicca, N. lactamica, N. cinerea, N. flavescens, N.
subflava), por lo que las consideraremos de infe-
rior valor que el superoxol, en la identificacién de
N. gonorrhoeae. Ya se ha citado anteriormente
que los sustratos enzimaticos comerciales inclu-
yen la deteccién de estos dos enzimas. Aunque
los fabricantes insisten en la aplicacién exclusiva
sobre aislamientos que crecen en medios selecti-
vos, la posibilidad de falsas identificaciones de
gonococo debe tenerse presente con las neisse-
drias saprofitas que crecen en dichos medios. Se
aplicardn con cautela en aislamientos orofaringe-
os, los procedentes de homosexuales, etc.

En cuanto a los métodos inmunoldgicos para
la identificacién de N. gonorrhoeae, la coagluti-
nacién segun diferentes autores y el equipo co-
mercial empleado, no alcanza el 100% de la espe-
cificidad como para ser utilizada como prueba
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inica. Si, podria utilizarse en el caso de ser nece-
sario otro método confirmatorio. Ademds escapa
a las posibilidades econdmicas de muchos labora-
torios y sirve sélo para identificar gonococo.

La inmunofluorescencia, si bien posee una es-
pecificidad ca. 100%, el costo elevado del equipo,
la necesidad de utilizar microscopia de fluores-
cencia y el antecedente de las dos cepas produc-
toras de penicilasa no detectados por este méto-
do, son inconvenientes a tener en cuenta.

Por los datos obtenidos segiin los autores cita-
dos, se concluye que el método ELISA posee una
sensibilidad, especificidad y valor predictivo si-
milar a la coloracién de Gram en la uretritis
masculina sintomstica. En teoria, podria jugar
un rol en el cribado de gonorrea cervical en po-
blaciones de bajo riesgo (1% de prevalencia). En
este sentido, el trabajo ya citado de Schachter et
al* ilustra perfectamente las limitaciones de este
método en particular y de todos los métodos indi-
rectos en general (inmunolégicos, sondas de
ADN, etc.) que no implican el aislamiento en cul-
tivo. Cuando estos autores hacian un anilisis de
proyeccion teérica, considerando sus mejores re-
sultados de sensibilidad (86,8%) y especificidad
(97,9%) en una poblaciéon de bajo riesgo (1% de
prevalencia) de 10.000 pacientes, obtenian el re-
sultado soprendente de que 205 de 292 pacientes
eran falsamente diagnosticados de gonococia. En
otras palabras, el valor predictivo positivo era
tan solo del 29,8% en esa poblacién. Ademds la
necesidad tanto elinica como epidemiolégica de
determinar la resistencia a penicilinas, ya sea
por produccion de betalactamasas como por im-
permeabilidad, hace imprescindible el cultivo de
este microorganismo. De todo esto se concluye,
gue esta técnica carece de utilidad practica.

Desde el punto de vista de los métodos indica-
dos, y al hilo de la discusién, es preciso dejar dos
ideas claras sobre el valor predictivo. Primera:
los métodos indirectos nunca deberian aplicarse
al cribado (screening) de poblaciones de bajo ries-
go por pequeifia que sea la inespecificidad. Por
ejemplo, no son aplicables a la deteccién de gono-
cocia asintomdtica en mujeres de consulta gine-
colégica habitual y de centros de planificacion fa-
miliar. Segunda: tampoco se aplicardn al diag-
néstico en poblaciones de alto riesgo cuando sean
poco sensibles.

Las sondas de ADN, escapan en la actualidad
de las posibilidades de muchos laboratorios, pero
hay que tenerlas presentes y que a corto o media-
no plazo estaran disponibles y pueden modificar
radicalmente las estrategias del diagndstico mi-
crobiolégico.

Para la identificacién de B. catarrhalis, con la
utilizacién de la prueba de butirato esterasa,
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REACCION SUPEROXOL
Renctivos: Agua oxigenada al 30%.

Método: Se coloca una gota del reactivo sobre un
portaobjetos y se emulsiona con 2-3 colonias del m1-
croorganismo en estudio. La reaccién se considera
positiva cuando inmediatamente, se produce un
burbujeo manifiesto.

ENZIMAS PREFORMADOS

A). Glucosidasas. Degradacién rdapida de
azucares

Reactjvos;

a) Solucién salina tamponada més indicador
K2HPO4 0,04 g
KH2PO4 00lg
KC1 0,80 g
Sol. 1% Rojo fenol ... 0,40 ml
Agua destilada ... ..100 ml

Almacenar en botellas de vidrio
estériles a 5° C.

b) Solucién de carbohidratos: Soluciones al 20%
P/V de glucosa, lactosa, sacarosa y fructosa en
agua destilada. Si se desea, esterilizar por fil-
tracion. Almacenar a 20° C en tubos de vidrio,
en alicuotas de 5 0 10 ml.

Tomar 5 tubos por cada determinacion y agregar
0,1 ml de la solucién A) a cada uno y una gota (0,04
ml) de 1a solucién B) de cada carbohidrato. Realizar
una suspension el microorganismo, colocando 2 an-
sadas del cultivo puro en 0,3 ml de la solucion A) y
colocar una gota en cada tubo de la baterfa de azu-
cares. Agitar manualmente e incubar en bafio a 37°
C.

La reaccién positiva se manifiesta por el cambio
de color de rojo a amarillo dado por la acidificacion
del medio. Se distingue entre los 15y 30 min., aun-
que algunas cepas lo hacen entre las 3y 4 horas.

No es aconsejable la incubacién prolongada por
la posible contaminacién.

B). Aminopeptidasas
Gamaglutamilaminopeptidasa (GGT)
a) METODO N° 1.

Reactivos: ]

~Tabletas comerciales de GGT (Rosco Diagnosti-
ca, Dinamarca).

Apéndice:
Reactivos y Métodos

- Solucién de Fast Blue BB en 2.metoxietanol al
0,35%.

Método:

Preparar una suspensién del microorganismo
problema con nna turbidez igual o superior al pa-
trén N? 2 Mo F orland, en 0,5 ml de solucién fisiolé-
gica. Afiad'r lu tableta correspondiente e incubar a
37° C durante 4 horas. Agregar 3 gotas de la solu-
ci6n de Fast Blue BB y proceder a la lectura.

La reaccién es considerada positiva cuando se
obtiene un colar rojo-naranja en el sobrenadante.

b) METODO N¢2

Reactivos:

TGGT New Merck (R. Federal de Alemania), co-
mercializado para la dosificacién de este enzima en
suero.

Método:

El sustrato enzimatico liofilizado se disuelve en
la solucién tampén, facilitada por el propio prepa-
rado comercial, repartiéndose en tubos a razén de 1
ml. Efectuar una suspensién de la cepa en estudio
(aprox. N° 2 Mc Farland), e incubar 18 horas a 37°
G

Las reacciones positivas dan lugar al desarrollo
de un color amarillo intenso.

Prolilaminopeptidasa (PRO)

Reactivos:

~ Tabletas comerciales de PRO (Rosco Diagnosti-
ca, Dinamarca).

_ Solucién de Fast Blue BB en 2-metoxietanol al
0,35%.

Método:
Proceder de igual forma que en la técnica de
GGT.

C). Esterasas
Butiratoesterasa

1) Método acidimétrico

_ Tabletas comerciales de Tributirina (Rosco
Diagnostica, Dinamarca).

Método:

Realizar una suspensién del microorganismo a
estudiar en 0,5 ml de solucién fisiolégica (aprox. N*
2 Mec Farland). Agregnr la tableta, mezclar e incu-
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bar a 35° C. Realizar las lecturas durante 4 horas
con intervalos de 1 hora.

La reaccion positiva se demuestra por el desarrollo
de un color amarillo brillante.

2) Método fluorogénico en tubo

Reactivos:

Solucién Madre
4-metil-umberiferil-butirato .
Dimetil-sulféxido
Triton X-100

Diluir 1/10 en 0,1M de buffer citrato (pH 5,0).

Fraccionar 2,5 ml en tubos transparentes y al-

macenar a -70° C. La vida media es, por lo me-

nos, de 30 dias.

Método:

En el momento de la determinacién, descongelar
el tubo a utilizar y una vez que haya tomado la
temperatura ambiente, suspender 2-3 colonias de
un cultivo reciente (no mayor de 24 horas).

El resultado positivo se demuestra observando la
fluorescencia, tras exponer el tubo bajo luz UV a
366 nm. Las lecturas se realizan a los 5y 15 minu-
tos.

3) Método rdpido en papel

Reactivos:
- Idéntico al del método en tubo.

Método:

Colocar 1-2 gotas del reactivo sobre un trozo de
papel de filtro. Tomar con el ansa 2-3 colonias de
un cultivo reciente y aplicarlas sobre el papel. In-
mediatamente exponer bajo la luz UV.

El resultado positivo se determina por la apari-
cién de una fluorescencia azul intensa. Las lecturas
se realizan a los 30 segundos, 1 y 3 minutos.

METODOS INMUNOLOGICOS
A). Coaglutinacion
Phadebact® Monoclonal GC OMNI

Reactijvos:

- Phadebact monoclonal GC OMNI Test Kit
(Pharmacia, Uppsala, Suecia). Contiene pool de an-
ticuerpos monoclonales de ratén contra las protef-
nas 1A y 1B de ]a membrana externa de N. gonor-
rhoeae, correspondientes a los serogrupos W1y
W2/3 respectivamente, unidos a células de Staphy-
lococcus aureus.

Método:

Llevar a ebullicion durante 5 min. una suspen-
sién de microorganismas, preparada en 0,5 ml de
solucién fisiolégica, a partir de un cultivo fresco.
Colocar 1 gota de la suspensién sobre 1 gota de re-

activo OMNI y sobre 1 gota de reactivo control y
mezclar.

La aglutinacién, renccién positiva, se produce den-
tro del primer minuto.

GonoGen® Test

Reactivos:

- Gonogen Test (New Horizons Diagnostics, Co-
lumbia). Anticuerpos monoclonales de ratén hacia
la proteina 1 de N. gonorrhoeae, adsorbidos a esta-
filococos muertos por calor.

Método:
El procedimiento del método se realiza de idénti-
ca manera que el descrito anteriormente.

B). Inmuncfluorescencia Directa

Reactivos:

- Syva MicroTrak test (Syva Co., Palo Alto, Ca-
lifornia): Anticuerpos monoclonales de ratén mar-
cados con fluoresceina contra las proteinas de
membrana externa 1A y 1B de gonocaco.

Método:

Segiin indicaciones del fabricante. La prueba se
considera positiva al observar la presencia de diplo-
cocos con fluorescencia de color verde manzana.

C). Enzimoinmunoensayo (ELISA)

Gonozyme® (Abbott Laboratories)

Reactivos:

Esferas de poliestireno tratadas y absorbidas

con gonococos y antigenos de gonococo.

- Anticuerpos de conejo antigonococos.

- Anticuerpos de cabra anti IgG de conejo, con-
jugada con peroxidasa de rabano picante.

- O-fenilendiamida 2,50 ug/ml en buffer citrato-

fosfato que contiene perdxido de hidrégeno al
0,02%.

Método:

Segiin indicaciones del fabricante. Tiempo apro-
ximado de la técnica: 45 minutos.

SONDAS DE ADN
Orthoprobe N. gonorrhoeae (Ortho diagnostics)
Reactivos v Método:

Segiin las especificaciones del fabricante. Tiem-
po minimo aproximado por prueba: 15 min.
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morfologia, reaccion de oxidasa y superoxol, se
estd en condiciones de hacer un diagnéstico rdpi-
do de esta especie microbiana

De lo anteriormente expuesto, consideramos
que con la utilizacién de escasas pruebas (supe-
roxol, GGT, butiratoesterasa), partiendo de un
cultivo inicial en agar chocolate, Thayer Martin o
similar y agar nutritivo, el microbiélogo clinico
estd en condiciones de identificar neisserias pa-
tégenas y B. catarrhalis, de manera segura, rapi-
da, econémica y sencilla.
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