
UNIVERSIDAD NACIONAl ~UTONOMA DE MfXIGO 

Escuela Nacional de Estudios Profesionales 
"ZARAGOZA" 

NUEVO MEDIO DE CULTIVO PARA EL RAPIDO 

DESARROLLO DE MICOBACTERIAS 

T E s 1 s 
QUE PARA OBTENER EL TITULO DE: 

QUI MICO FARMACEUTICO 

BIOLOGO 

PRESENTAN 

VIRGINIA HERNANDEZ GARCIA 

GRACIELA RODRIGUEZ CRUZ 

México, D. F. 1985 



 

UNAM – Dirección General de Bibliotecas 

Tesis Digitales 

Restricciones de uso 
  

DERECHOS RESERVADOS © 

PROHIBIDA SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL 
  

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal 
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México). 

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y demás material que sea 
objeto de protección de los derechos de autor, será exclusivamente para 
fines educativos e informativos y deberá citar la fuente donde la obtuvo 
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro, 
reproducción, edición o modificación, será perseguido y sancionado por el 
respectivo titular de los Derechos de Autor. 

 

  

 



I N D I C E 

Pág. 

INTRODUCCION ••••••••••••••••• -•••••••••••••• -. • • • • • • • • 1 

1. GENERALIDADES •••••••••••• , , ••• ··~. ~ • 

1.1. Bosquejo Hist6rico 

1.2. Características de 

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 

Clasificaci6n •••••••••• ~-•• 

Morfología .........•.•..• ~· .•••• '!. ~ • .. • •• 

A e id o Resisten e i a ....••.•••• --••••. --~-~-. :~ • :·~ 

Constituyentes Químicos ••••••••• ~\ ••• : 

Estructura antig~nica ••••••••••••••• ~. 

3 

3 

5 

5 

5 

7 

9 

12 

1.3. Cultivo •••.••••••••••••••••••• ·······•··•. 12 

a) Requerimientos Nutricionales ........ ••- -18 

b) Medios utilizados . • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 21 

c) Características de crecimiento •••••• , • 23 

1.4. Tipificaci6n de las Micobacterias ••••••• ; • 25 

a) Relaci6n de temperatura •.••• , • • • • • • • • • 27 

b) Producci6n de pigmento ···········~···· 28 

e) Velocidad de desarrollo •••••••••••••• • 29 



Pág. 

d) Morfología Colonial 29 

e) Procedimiento de Identificaci6n ~ •••••• 31 

f) Propiedades Enzimáticas 33 

2. OBJETIVOS . ......................... • ............ . 34 

3. HIPOTESIS ., .. .._. _•: .. -· ........ . 35 

4. ME TODOS . - ' . . . . . . . . ·• ...... ·- .. . -,.': - , ..... . ... " ..... ··-•-•.:•:·•.• •-• ..... 36 

5. MATERIAL 42 

6. EQUIPO 44 

7. REACTIVOS 45 

8. DESARROLLO EXPERIMENTAL 46 

9. RESULTADOS ................................... 50 

10. CONCLUSIONES 65 

11. COMENTARIO ................. -.................... . 71 



Pág. 

APENDICE " A· " • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 72 

Procedimientos de laboratorio utilizados. 

APENDICE " B " • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • ·85 

Pruebas bioquímicas utilizadas en la iden

tificación de las Micobacterias. 

APENDICE " C " • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • • 92 

Tablas utilizadas en el Análisis Estadíst~ 

co. 

BIBLIOGRAFIA ••••••••••••••• , ••••• , ••••••••••••• , •• , • 122 



I N T R o D u e e I o N 

Desde hace tie~po existe el inter6s de cultivar 

las micobacterias en el tiempo más corto posible o al 

menos en un lapso menor del hasta ahora alcanzado, ya 

que esto mejoraría importantemente el diagn6stico tempra

no, el tratamiento y prevenci6n de algunas micobacterio

sis. 

En la actualidad los cultivos se hacen en medios 

tradicionales (principalmente en el medio de Lowestein 

Jensen), en los cuales el tiempo de incubaci6n dura 10 

días o más de un mes. 

Se han publicado nuevos medios de cultivo y 

ha habido algunas modificaciones a los actuales, pero 

aún prevalece lo prolongado del tiempo de incubación 

y el avance en este sentido es aún esperado. 

Este desarrollo tardío de las micobacterias 

bien pudiera deberse a que aún no se ha encontrado el 

medio de cultivo ideal y no tanto al llamado metabolismo 

lento de las micob~cterias. 

En este trabajo se realizó el estudio de un 

medio de cultivo cuyo principal fundamento es la apli

cación de extracto de espárrago:3, en sustituci6n de la 
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asparagina, en un caldo glicerinado; para promover el 

desarrollo temprano de las micobacterias, con !:!t:ención 

especial a Mycobacterium tuberculosis, ya que este tiene 

una gran importancia diagnóstica. 

- 2 -



l. G E N E R A L I D A D E S 

1.1. Bosguejo histórico. 

Las mico bacterias incluyen desde saprófitos 

innocuas del suelo y las aguas, hasta organismos que 

son responsables de dos enfermedades humanas devastadoras; 

la tuberculosis y la lepra. 

La naturaleza trasmisible de la lepra fue ya 

admitida en tiempos bíblicos, por esta razón, los leprosos 

fueron marginados de la sociedad. Mientras que la tubercu-

los is, aunque más contagiosa, no fue reconocida como 

enfermedad infecciosa hasta el siglo pasado. 

En 1874 Hansen describió el agente etiológico 

de la lepra, Mycobacterium leprae (3, 14). 

En 1882 Koch, descubrió el agente etiológico 

de la tu berc u los is, Myc o bac ter ium tu be re ulo sis, así .como 

también estudió los problemas de la patogénesis y la 

inmunidad en esta enfermedad (8, 14). 

Existen datos para suponer que la tuberculosis 

existió desde la más remota antigÜedad, como lo demuestra 

el descubrimiento de lesiones en momias de Egipto y la 

observación de huesos humanos y de animales antiguos 
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con secuelas qua pueden considerarse de origen tuberculo-

so (2). 
~"' , ___ _ 

H i p 6 c r~t~s (460 .~ .. la' denomin6 con 

el nombre de tisis. Galeno (130 - 200)~ 
0

consider6 que 

la tisis era contagiosa al afirmar que las personas que 

duermen con tísicos largo tiempo contraen la enfermedad. 

Fracastoro ( 1483 1553), sospechó la existencia de un 

agente etiológico específico para cada enfermedad, sentan-

do así, las bases de la teoría del contagio. 

Laennec ( 1781 1826), pudo identificar como 

tuberculosis, muchas de sus varias manifestaciones, esta-

bleciendo así las bases para un diagnóstico correcto. 

Willemin ( 1827 1892), demostró la trasmisibilidad de 

la enfermedad mediante la inoculación de material de 

lesiones tuberculosas de humanos a conejos, en los que 

reprodujo la enf~rmedad (2). 
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1.2. Características de las micobacterias. 

a. Clasificación:. 

Las micobacterias son ~icroorganismos ~ue perte

necen a la familia Mycobacteriaceae, se consideran como 

formas de transición entre las eubacterias y los actinomi

cetos ¡ algunos de estos últimos (pertenecientes al género 

Norcadia) son débilmente ácido resistentes¡ además, 

algunas mico bacterias pueden mostrar ramificaciones. 

De acuerdo con ésto, las micobacterias se han clasificado 

en el orden Actinomycetales y clase Schizomycetes. (2, 

9, 1:., 31). 

b. Morfología: 

El género Mycobacterium esta constituido por 

células en forma de bastón (algunos ligeramente curvados), 

que raramente se ramifican bajo las condiciones ordinarias 

de cultivo. Son Gram positivos en cultivos jóvenes, 

no son móviles y son de tamaño variable, generalmente 

de 2 a 4 micras de larg~ por 0.3 a 1.5 micras de diámetro 

(9, 10, 11, 14). 
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El género está caracterizado por una propiedad 

6nica de tinci6n, la ácido resistencia, la cual. es exhibi

da particülarmen {~ por \1.ai 6eiulás. <se _ericiuenti~ri..''a:~sla'
comp~ct'a~ :do~de · dos o en grupos pequeños o como masas 

se observan los bacilos individuales (2). 

Las células de Mycobacterium tubercúlosis tienden a perma-

necer paralelas unas con otras formando apretados paquetes 

de cordones, un patrón que se asocia con la presencia 

de un glucolípido tóxico, factor cuerda (por la virulenci~ 

(2, 9). 

En los tejidos suele conservarse la forma baci-

lar. En cultivos, algunas veces se observan formas fila-

mentosas 
, 

mas largas con células hinchadas o en forma 

de maza que semejan al bacilo diftérico. En los cultivos 

de bacilos de la tuberculosis de las aves se encuentran 

formas ramificadas, pero rara vez en los bacilos de los 

mamíferos (11). 

Las células individuales presentan también 

una estructura granulosa. Tienen vacuolas en abundancia, 

que pueden dar a la célula teñida el aspecto de cocos. 

No se conoce el significado de los cuerpos pequeños, 

teñidos intensamente, que a veces se observan en el inte-

rior de la célula (11). 

Las células son procariotes y están limitadas 
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por una pared rigida. No tienen flagelos, ni pilis, 

esporas o cápsulas, per~ pueden producir una •sustancia 

capsular en cultivos artificiales, sobre todo cuando 

crecen en medios con suero. Las diferentes especies 

son identificadas de acuerdo a sus características colo

niales, fisiológicas y propiedades bioquimicas. 

La estructura antigénica, la susceptibilidad 

a bacteriófagos, la sensibilidad a drogas y patogenicidad 

en especies animales, constituyen propiedades adicionales 

y útiles en la identificación (11). 

Se han descubierto formas. G "abacilares" (estru.f_ 

turas diminutas) que aparecen, en su mayoria, en condicio

nes desfavorables (14). 

El microscopio electrónico muestra la existencia 

de una pared gruesa y frecuentemente, de grandes mesosomas 

laminares. También pueden observarse gránulos de glucóge

no y cuerpos de polimetafosfato (volutina); estos Últimos 

se tiñen metacromáticamente por los colorantes catiónicos 

( 9). 

c. Acido resistencia: 

Hisºtóricamen te las carac teristicas diagnósticas 
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de las micobacterias es la resistencia a los ácidos, 

pero esta propiedad no es siempre suficiente para distin-

guirla de cultivos o cepas de Nocardia y Corynebacteria. 

Ya que esta característica depende de la edad del cultivo, 

la composición del medio y el tiempo en que . se realizó 

el aislamiento· (6). 

;~~";·.j:: .. :.::: ··,:·-·. -_' -:· 

La ácido resistencia es< una .'pri>p'~e'c:Íá!l,., ti'nctoreal 
, .- ' C:';•'J:c• ,,, -•. --~ C" • -

característica de este grupo de :bacterias, ·que consiste 

en que difícilmente se tiñen con colorantes básicos, 

pero una vez teñidas retienen el colorante, resistiendo 

la decoloración con ácidos minerales diluidos en alcohol 

u otros decolorantes, por lo cual reciben el nombre de 

bacilos ácido resistentes y se debe, al parecer, a la 

presencia de ácido micólico (2, 14). 

Esta propiedad conocida como ácido resistencia 

se demuestra en la coloración de Ziehl-Neelsen, de la 

cual existen varias modificaciones. La ácido resistencia 

est& relacionada a la naturaleza de los complejos lípidos 

que se encuentran en la célula, en particular la rama 

de los hidroxiácidos de alto peso molecular, los cuales 

son conocidos como ácidos micólicos, la ácido resistencia 

también se relaciona con la integridad física de la célula 

(11 • 46) • 
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Cuando se tiñen por el método de Gram, las 

micobacterias pueden aparecer como Gram positivas; pero 

toman el colorante_ débil e irregularme11:te Y_, 

el tratamiento con lugol para retenerlo (9). 

Cierto número de organismos diferentes las 

mico bacterias son también ácido resistentes, tales, -como 
- -

algunas esporas bacterianas y fúngicas y una - ~~s
1

tancia ,_ 
---

denominada ceroide (que se encuentra en el '--~~g~do .en 

ciertos estados de d~ficiencia nutricio~al)." 

Sin embargo, estas sustancias 

la presencia de fe no 1 (o arÜlina) en la solUción: ·decolora.!!._ 

te. Las nocardias - ácido resistentes se tiñen y decoloran 

más· fácilmente que :1as mico bacterias (9). 

El género Mycobacteriurn difiere de lap, mayoría 

de las bacterias en que tienen -un conte-nid~-espec:i.alméri-t-é 

abundante de material graso en su composici6n¡ con·cantidA 

des que oscilan entre el 20 y 40 % de su peso seco. 

Por medios químicos se han obtenido de las células 

bacterianas fosfátidos, ceras y lípidos complejos, a 

partir de los organismos desecados (9). 
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La función de estas sustancias no se conoce 

por completo, pero existen pruebas de que están situadas 

estratégicamente ¿n las células e influyen en fo~ma desta

cada sobre el comportamiento de los organismos. Las micro-

fotografías electróni.cas muestran· que las paredes están 

compuestas de tres capas que envuelven una membrana cito-
-. . 

plasmática, la cual posee tam~ién tres capas. 

Otros componentes de las paredes c,elulares 

son los am~noácidos, polisacáridos y ~Ípidos~ 

Aproximadamente el 60 % del total de 1ipidos 

se encuentran\en la pared celular y abundan ~specialmente 

las ceras, que incluyen en su composición ácido.s_ rii1ccS_li

cos y ceras B, C y D solubles en cloroformo • .

A, solubles en acetona, se localizan princip~l~~~té __ en 

el citoplasma. Abundan también fosfátidos y Hpf~~s :que 

se extraen de las paredes celulares (5). 

Estudios recientes de las fraccion~'t> de· las 

ceras de las micobacterias, han dado un co~ocimiento 

más preciso de estas estructuras de elevado peso molecu-

lar, cadenas unidas en alfa, ácidos grasos beta-hidroxili-

cos (ár:idos micólicos), que están libres y esterificados 

con el glicerol, oligosacáridos y polisacáridos, en estos 

organismos. 

Los ácidos micólicos no esterificados-- son~ los 
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6nicos lipidos del bacilo tuberculoso, que son 6cidos 

grasos per .,se•, 

diaminopi~6lico (11). 

La sorprendente abundancia de 11pidos en· la 

c6lula bacteriana explica el caricter hidrófobo de los 

organismos, que se muestra por su tendencia a adherirse 

a los otros durante el crecimento en medios acuosos y 

a flotar en la superficie a pesar de añadir al medio 

detergentes que facilitan la dispersión. También explica 

la relativa permeabilidad a los colorantes, la 6cido 

resistencia, la resistencia a la acción letal de los 

6cidos y de los ilcalis y a la acción bactericida de 

los anticuerpos, junto con el complemento. 

La enorme cantidad de lípidos encontrados o 

""" sintetizados puede contribuir a la lentitud de crecimien-

to, tanto al dificultar el paso de las sustancias nutriti-

vas al interior de la célula, como al consumir gran parte 

de la capacidad biosintética de ésta (9, 25). 
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e. Estructura antigénica: 

- Proteínas. Las prote1nas de los bacilos icido resis-

tentes ponen de manifiesto la alergia o hipersensibilidad 

retardada que se presenta en la infección· tuberculosa, 

las proteínas son el principio activo de las tuberculirias. 

La mayoría de las proteínas somáticas son de baja .capaci-

dad alergizante, pero cuando se mezclan con fracciones 

lípidas del mismo ·Mycobacterium o con aceites ~!ltii~ales 
~ '" 

pueden inducir con más facilidad la sensibÚidild a la 

tuberculina. 

Las proteínas ribosomales son capaces no sólo 

de poner de manifiesto la hipersensibilidad sino también 

de inducirla incluso con mayor facilidad que las proteínas 

protoplasmáticas. 

En enfermos tuberculosos se pueden demostrar 

anticuerpos antiproteínas, sin que sean de tipo protector 

(2, 25). 

- Polisacáridos. No se ha demostrado que los polisacá-

ridos de Mvcobacterium sean capaces de poner de manifiesto 

la alergia (2). 

- Lípidos. Son probablemente responsables de la mayo-
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ría de las reacciones de los tejidos •l bacilo tuberculo

so, se sabe· que las fracciones fost:átidos son capaces 

de producir· r.espuestas tisulares que'" semejan túbérc'ulos 

que pueden conducir inclusive a necrosis caseosa (2, 

23). 

1.3. Cultivo. 

Se considera especialmente al cultivo de 

Mycobacterium tuberculosis en la muestra de esputo, aún 

cuando en gran parte lo que se refiere a este microorga-

nismo es aplicable a otras micobacterias. 

El cultivo es el método bacteriológico de rutina 

más sensible y específico de los que se conocen en la 

actualidad, para descubrir tl· tuberculosis en una muestra 

determinada. Es un complemento de la baciloscopia, que 

tiene gran importancia sobre todo cuando las acciones 

de lucha antituberculosa han permitido situar el diagnósti 

ce no en los casos avanzados, intensamente baciliferos, 

sino en aquellos más recientes con eliminación bacilar 

discreta. Pero aunque el cultivo permite diagnosticar 

un número mayor de casos de tuberculosis, su elevado 

costo obliga a orientar convenientemente su empleo. 

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo 

exigente que necesita medios enriquecidos o especiales. 
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Un medio de cultivo ideal para ser usado como 

estindar debe terter las siguientes caracte~isticas: 

1. Qúe sea de una . sensibilidad tal que permita 

el crecim~ento de M· tuberculosis a partir de 

muestras que lo contienen en escasa propor 

ción. 

2. Que dé nacimiento a colonias con caracterís--

ticas morfológicas específicas. 

3. Que el crecimiento de las colonias sea rápido. 

4. Que inhiba el desarrollo de microorganismos 

contaminantes. 

5. Que no se contamine fácilmente durante su 

preparación. 

6. Que sea ficil de preparar y de costo reduci-

do. 

7. Que sea utilizable para hacer los estudios 

de resistencia y la prueba de la niacina. 

B. Que sea fácil de manipular en el traslado 

de un laboratorio a otro, 

Uno de los factores que diferencia un medio 

de cultivo de otro es su mayor o menor riqueza en elemen-

tos nutritivos (18). 
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Los medios sintéticos más sencillos, como el 

de Sauton o ~.1· de> .Long sólo contienen minerales (cit;rato 

ferroso, <~fo~fito 'potasico), asparagina y gii:cerol; son 

aptos para· el desarrollo de micobacterias que están habi-

tuadas a los medios artificiales, pero .no lo son para 

el cultivo de microorganismos que provienen de ambientes 

naturales como órganos y tejidos (14, 18). 

Medios más ricos como el de Lowestein Jensen, 

el 7Hl0 y otros, que además de lo anterior contienen 

materias orgánicas como huevo, suero y aún enzimas, son 

aptos para el diagnóstico bacteriológico porque permiten 

el crecimiento ·hasta de muy pequeño número de micobacte-

rías sembradas (18). 

Existen• otros medios de cultivo que contienen 

productos especiales con el obje'to de desarrollar cierto 

tipo de micobacterias, como el de Stonebrink con piruvato 

de sodio muy Útil para el primocultivo de Mycobacterium 

~ (18, 43). 

Entre los medios que se utilizan para el diagnó~ 

tico se encuentran los llquidos y· los sólidos. Los llqui-

dos, como el de Sula y 7H9 son con frecuencia usados 

para hacer subcultivos de. las cepas de colección, o para 

preparar el inóculo para las pruebas de resistencia; 
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los que contienen tween 80* son muy Útiles para obtener 

el desarrollo ~isperso de la~ micobacterias. Ciertas 

cepas re~i~t~ntes 'a \rÚÍÓ'~:'.ln~d.f:cameñtos a la vez se desa

rrollan mejor' en <~1~'{: me~'ios liquidos, pero. en general 

estos medios no son muy empleados en el diagnóstico. de 

rutina. En los medios líquidos un microorganismo ¿ont~mi~ 

nante generalmente enturbiará todo el medio, en los sóli~ 

dos en cambio, pueden quedar áreas libres para que pueda 

crecer Mycobacterium tuberculosis. 

Aunque este tipo de ·medios se ha usado para 

el estudio de resistencia a fármacos, hoy se tiende cada 

vez más a emplear el medio sólido. El procedimiento de 

preparación de los medios líquidos es difícil, porque 

debe hacerse en un ambiente perfectamente estéril. 

Por las razones expuestas, la utilización de 

un medio liquido como procedimiento de rutina para el 

aislamiento de Mycobacterium ·tuberculosis, a partir de 

muestras de esputo, no es recomendable para los paises 

Latinoamericanos. 

Aunque en los medios sólidos tampoco hay uno 

que reuna las condiciones ideales (mencionadas anteriorme~ 

te), el de Lowestein Jensen es el que más se acerca a 

* marca registrada. 
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ellas. Es el más empleado en el mundo y se adapta mejor 

que cualquier otro a las posibilidades de los "' paises 

en vías de desarrollo. Sus principales características 

son: 

l; Es un medio sólido, a base de huevo, fácil 

de preparar, especialmente la fórmula de 

la Unión Internacional contra la Tuberculo-

sis, que ha suprimido la harina de papa 

sin menoscabo de su sensibilidad. 

2. Las colonias de Mvcobacterium tuberculosis 

se desarrollan con un aspecto característico 

y se destacan fácilmente sobre la superficie 

del medio. 

3. Tiene buena sensibilidad. 

4. Permite el desarrollo de una amplia variedad 

de micobacterias. 

5. Las colonias crecen entre 15 y 60 día-s des-
púes de la inoculación. 

6. El porcentaje normal de contaminación de 

los tubos es bajo. 

7. Sobre las colonias desarrolladas en él se 

puede hacer la prueba de la niacina. 

8. Es el medio que se utiliza para el estudio 
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de resistencia por el método de las propor-

cienes. 

Se···· · .·cq~,#~~~}i¡,/(·,~.'~~},!5~;éti!Ue'nteY{~:;·, '/prE!Pa.ra rl o 

.. p º r':.ll{I~,i:~'.:~~~!.~~?~;~~i~~;.~.~~~~::.a.~;?!~~I~.~~~~·~f T·.· 
lo •. Pi~.éi~· ~e'~:. ai'ii~'b~ria'd;;;:-~;·P~~} ;í·s,tti?:sJ!rie'~es. antes 

::,.·,,.. ',•;·"·'' 

9 . 

11. Por ser un medio . sólido, una vez preparado 

a nivel central, puede ser enviado sin difi-

cultad de transporte, a laboratorios regiona-

les y por el mismo motivo los cultivos ya 

desarrollados pueden ser enviados al laboratQ 

rio central para su tipificaci6n o estudio 

de resistencia. 

12. Es utilizado como medio d~:~f~~~~~~ en la 

.. -. 
Otro medio sólido de excelente c~iid~d es el 

7Hl0 de Middlebrook y Cohn, que contiene ácido oleico, 

albúmina y ca tal asa, pero que por la complejidad de su 

preparación y por su alto costo no se adapta a las condi-

cienes de América Latina (18). 
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a. Requerimientos nutricionales: 

. - ;) - . 
Las mico bac tedas son. aerobios estrictos. Ut ili-

zan para crecer una mtil Í:iplicidad de compuesto.s. orgánicos 

simples como fuente de .energí.a y• amoníaco·. o .aminoácidos 

como fuente de nitrógeno. N"o existen e.videncias de que 

requieran factores esenciéles de crecimienio (vitaminas), 

excepto biotina, bajo ciertas circunstancias, o micobacti-

na que es requeri~a por Mycobacterium paratuberculosis 

(1, 2, 4, 5, 9, 11, 14, 18). 

Necesitan bióxido de carbono para la iniciación 

de su crecimiento, algunas cepas requieren para su creci

miento Óptimo concentraciones elevadas ~ii~ estás· disponi-
' ,' ·-' 'j ,,.-

cultivo 

.::_:'.~~·::~:~" ~, 
' ' - ' --.'~-.~~,3~~i'.::: ,, - -- " ' 

mic.~bacé~ti~s/ .arJarrol la más 

bles en el aire (11,40). 

El de 

rápidamente en Tween a un pi! de 6.0 a 8.0, con un rango 

óptimo de 6.5 a 6,8 para los tipos patóge~os. Las micobac-

' 
terias muestran una amplia variación en cuanto a su tempe-

ratura ideal de crecimiento, pero las cepas patógenas 

para animales de sangre caliente, con dos excepciones 

importantes (!:!.. ulcerans y !:!.· balnei), se multiplican 

más rápidamente en Tween a 35 y 40°C, tl· avium es especial 

mente tolerante a altas temperaturas, de acuerdo a la 

elevada temperatura corporal de sus hospeder~s naturales 

( 11). 
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El crecimiento de mu~has micobacterias es lento 

comparado con el de las bacterias comunes, forman cordones 

en el caso de los tipos humano, bovino y murino (9, 11, 

35). 

El crecimiento del bacilo tuberculoso es lento 

en primocultivo, tarda en crecer entre dos y cuatro sema

nas. Las cepas de laboratorio, es decir áquellas que 

ya han sido resembradas y cultivadas varias veces, crecen 

con un poco de mayor rapidez y de manera abundante. Algu

nas otras micobacterias, sobre todo las saprófitas, pueden 

presentar crecimiento en dos o tres días (1, 18). 

Fuentes de carbono. La fuente de carbono 

más importante para el desarrollo satisfactorio de la 

mayoría de las micobacterias es el glicerol. Otras fuen

tes de carbono (glucosa, fructuosa, acetato, piruvato, 

citrato o propano!), pueden 

micobacterias. En muy pocas 

ser utilizadas por algunas 

especies se ha observado 

la utilización de sacarosa, succinato, malonato, fumarato 

y butanol (2, 9, 11). 

Cuando las micobacterias utilizan el glicerol, 

como fuente de carbono, se observa un incremento en la 

producción de lípidos y materiales de reserva como el 

glucógeno y aumenta el peso seco de la c~lula (6, 9). 
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Fuentes de nitrógeno. Para el desarrollo 

de las micobacterias existen varias fuentes de .nitrógeno, 
" - c~)/~Af:~>~· }\" 

utilizar. •• n~.t;'.r:;,~~llf;º Cnit r~'tq algunas pueden ~bm6•. Única 

la mayoría utiÚia:rl'~;a~~~\'<f~,~~orii~;'si~·:~~bargo, 
··:· ... '"·········· :·¡ 

fuente, 

la velocidad de desarroll.o p~'ede.~incrernentarse utilizando 

aminoácidos o amidas como f~ente de nitrtSgeno, 

En particular, la asparagina, glut•mato y aspar

tato son buenos estimuladores del.desarrollo. Li asparagi-

na se prefiere ampliamente, sus átomos de nitrógeno del 

grupo· amino y amido son incorporados a los constituyentes 

celulares,así como sus átomos de carbono. 

Elementos inorgánicos. Las micobacterias, 

para su desarrollo requieren de elementos inorgánicos 

mayores como: potasio, 

azufre ( so4 2 ) • 

-3 ' -2 fósforo ( P04 o P0
3 

), magnesio , 

Las necesidades de elementos menores o trazas 

de éstos, por las micobacterias, son probablemente idénti-

cas a las otras bacterias, pero no todas ellas emplean 

la misma cantidad de un metal en particular. La proporc~ón 

de estos compuestos inorgánicos que se tienen que adicio-

nar al medio de cultivo, depende de las impurezas que 

el mismo medio contenga como contaminantes. Los iones 

inorgánicos indispensables para el desarrollo de las 

micobacterias son: fierro, zinc, así como trazas de: 
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A +l 
g • so+ 3 

3 
e +2 e +3 e +2 Pb+2 . , o , r , u , y vo- 1 

3 (6,22,28). 

b. Medios utilizados: 

Lowestein Jensen. Este medio es recomendado 

para el trabajo sistemático, es simple de preparar y 

puede ser empleado para el cultivo primario, identifica-

ción y pruebas de sensibilidad de micobacterias. 

Agar de Middlebrook y Cohn 7Hl0. Es un medio 

con una fórmula mejorada del agar de ácido oleico albúrni-

na. Se utiliza para el aislamiento y pruebas de sensibili-

dad a los antirnicrobianos por las micobacterias, favore-

ciendo el desarrollo temprano de los bacilos tuberculosos 

típicos. 

Agar inclinado 7Hll. Este medio es el agar 

7Hl0 de Middlebrook y Cohn, modificado por la adición 

de un gramo de hidrolizado enzimático de caseína por 

litro. 

Se emplea para el cultivo y pruebas de sensibili-

dad de micobacterias, especialmente de áquellas que desa-

rrollan en el agar 7Hl0 y en otros medios comunes de 

aislamiento. 



Caldo de Middlebrook 7H9. Este caldo est~ 

enriquecido con albúmina y dextrosa .• Se utiliza en proced.!. 

mientas que requieren el desarrollo de micobaéterias •. 

.,·,~:~(, 
-:··=·,.-,,:-r. -·-·:-· 

Medio de Petragnani. Es' ~11 'm~dio &ii:C:~ri.nado 
·' ' ·.,,- .. · 

de huevo y papa, elaborado con una· 6rise de le~iie y.:·verde 

de ma~aquita en una concentraci6n de 0.045 %. :E~ algo 

más inhibitorio que el medio de L;westein Jensen, de6i~o 

a su contenido más elevado de colorante. Este medio se 

recomienda para especlmenes viejos y para usarse. paralela

mente con otros medios para aislamiento de bacilos tubér-

culosos, 

Medi'a.~;· d~?'.é~;~~iO'.ff~. Es· un medio glicérinado 
.",· :-,_., -.~!:,:,~(_;, ... _." ::_; ·1-';;~ .;_ :1.;,-. ·/-· 

de .huevo . coa:güi8.~'.o ·:é'oni>~iia~ b~se 0 de infusión d~':}es que 

con tiene. cri~t§.{-¡. J'éJ·~~~:~:'c~~o agente i nhibidOr ~elec ti~o. 

Agar inclinado de Mycobactosel. Es el agar 

7Hll más cicloheximida, lincomicina y ácido nalidíxico, 

para la inhibici6n de microorganismos contaminantes y 

para permitir la obtención de resultados negativos y 

positivos más confiables, en el aislamiento de especímenes 

de flora mixta. 
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Agar con ácido oleico de Dubos. Esta base 

se emplea para la preparaci6n de varios medios traslúci-

dos incluyendo el agar con ácido oleico y el agar con 

Tween y albúmina, que son especialmente útiles para el 

estudio de la morfologia y disociaci6n · de las colonias, 
' . . . . ~. -, : . : -- ' " \, 

asi como para el recuento · bacte.~iario por el número de 

colonias. 

También se puede emplear en la preparaci6n 

de cultivos masivos de cepas que se mantienen siempre 

en existencia en el laboratorio, en las.· pruebas de sensi-

bilidad y en el aislamiento de - los· bacilos .tuberculosos 

(1, 6). 
'•<'«-,'.','' ':,~:·.::_: _::/ __ .,. : - . 

Para algunos prop6sitoef;;.'. rio és nec'esario añadir 
.>,.-~" \ "'-',':':· . . ' '. '-: !, ..... - ,, ~ -" 

enriquecimiento, puede emplearsg ;:~~~r:o~. Tween, - o ambos 

(22, 27, 28) 

La base por si sola es'capaz de p~oducir desarrQ 

llo de la mayoría de los cultívcis puros de las micobacte-

rias. 

c. Características de crecimiento: 

El medio preferido y más empleado es el de 

Lowestein Jen~en. En este medio, los bacilos de la tuberc~ 

losis dan lugar, por lo general, a colonias rugosas, 
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de color paja, secas, irregulares, conglomeradas, semejan-

tes a migajas de pan, duras y resistentes, no pigmentadas 

y se adhieren fuertemente al medio; ~h-cobac teri um 

tuberculosis crece mejor que Mycobacteriurn bo\·is en este 

medio, por esa razón se denomina como crecimie~co "eug6ni-

co" el del primero y "disgónico" el del segundo (2, 9). 

En medios líquidos, el bacilo de la tuberculo-

sis crece en la superficie formando una película corrugada 

con gotas de grasa en la parte superior. Las cepas vivas 

y virulentas de Ji. tuberculosis· forman cordones. La cera 

C, soluble en cloroformo, es la responsable del modelo 

de cultivo en forma de cordón. Este factor cordón contiene 

un lípido tóxico y parece ser uno de los materiales impor-

::antes, responsables del poder patógeno, debido a que 

se ha aislado constante-mente -de las cepas v-irulentas 

( 2 ' 5 ' 9' 14) • 

cas, 

Existen otras micobacterias, denomf~·~das atípi

las cuales se caracterizan por ia· i>'igmenta"Ci<5rl-. que 

producen y su velocidad de crecimiento (4; 7, 30, 32) ·• 
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1.4Tipificación~1J!§. micobacterias. 

Una vez aisladas las micobacterias .. en cultivos 
-

puros, pu~·den ser agrupadas de acu~·rdo ·~t'~feO{~¿ y ,temper-ª 

tura de incubación requeridos para obterier·; crecimiento 

visible., .asi como tipo de colonias y pigm~ntació~: 

Inicialmente, estas observaciones pueden hacerse 

en el aislamiento primario, puesto que los cultivos 

son observados a intervalos semanales. 

La pureza del cultivo deberá ser impuesta y 

establecida sembrando una muestra de cultivo para obtener 

colonias aisladas. Esta pureza significa ausencia de 

un cultivo mezclado de micobacterias. 

Aún cuando Mycobacterium tuberculosis es la 

especie de primordial importancia en Micobacteriologia 

Médica y en salud pública, su presencia en un cultivo, 

puede inferirse del tiempo de incubación requerido para 

obtener desarrollo visible, se debe comprobar la aparien-

cía de las colonias y la demostración de niacina en los 

extractos de los cultivos, para llegar a un diagnóstico. 

Las colonias aisladas de cada tipo, deben ser 

transferidas de preferencia a un medio líquido y ser 

estudiadas separadamente. Los cultivos así obtenidos, 

se siembran en una gran variedad de medios, para determi-
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nar su velocidad de desarrollo, producción de pigmento 

y otras pro¡>ie<;l.ades necesarias para su identificación. 

RunyJn basándose en la velocidad de desarrollo 

y for~ac;Ón· de pigmentos, dividió a las micobacterias 

usualmente aisladas en el laboratri~io clinico. (excepto 

t!_. .2.2..Y.ll• t!_, tuberculosis ,J:1. avium y !:!.· marinum),. en 

cuatro grupos hasta ahora referidos ,C()IDO> ",~tipicos'; o 
. - . -' . . ' ' . ._ .'. . : / -. ~ 

"no clasificados". --- ·----=- ,>.:::_' / ... ~~~~-- -

car con 

Runyon: 

, -,. -· e·, r:,-_-:•. ;- o-;-.. :,~•;:·. -.--=-~-;- · - . - ~:~~~~i :-·e-;·}~,·:<~ ~ --=-

Aquel las mico bac te~~•~.~;.: ~'~~~,t~º>'.·~ .. e· ~.u~}l e n···~.la s:f ic.. 

lo S métodos . comU.ne'i:.>a'~b'é;?á'rl'' serA;-agr1fllad .. a.S fs~~-Ú n 
.•or --.e -~_:,\·_'f- -~_,.;·;_~~;_-~)'~.Y 

CLASIFICACiON DERUNYON 

I. Fotocromógenas. 

De crecimiento lento, colonia~ no pigm•ntadas 

cuando se desarrollan en la obscuridad; tienen un amarillo 

brillante cuando las colonias jóvenes se exponen a la 

luz. 

II. Escotocromógenas. 

De crecimiento lento, las colonias son amarillas 
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o anaranjadas, aún si se desarrollan en la obscuridad. 

º- .• - • .· .. _c_·_ 

III. No fotocromógenas. 

De generalmente 

sin pigmentación. 

Se desarrrollari:a lo~ 7 dia~ ·o menos. 

a. Relación de temperatura: 

Basándose en la temperatura a la cual las bacte-

rías crecen mejor, pueden ser clasificadas como term6filas 

(desarrollan mejor a 40 ~ o más), mesófilas (de 20 a 

37°C), y psicrófilas (crecen mejor a 2oºc o menos). Todas 

las micobacterias, por lo menos áquellas aisladas del 

hombre y otros animales, son mesófilas. Aún cuando la 

temperatura de incubacuión sobre el aislamiento primario 

puede ser alta 0:1· avium y .!:!.· xenopi) o relativamente 

baja(.!:!.. marinum y .!:!.:ulcerans). Con la posible excepción, 

todas las micobacterias crecen bien a 35 y 36°C en subcul-
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tivos de laboratorio (18). 

PróduccitSI\ ;de:- pigmento: 
_,.,, 

--- ," :·''.,':', :~·'.;_·~i~ 
~ ·~ ' . : · .. ,:; :_·; 

J~;s[ mic~;tl~~:t:~d.éls ~intet:izan pigmentos caroteno_i 

des que - s¿~;~~-~if~bf~~ies el1. algunas especies • 
. . ~- ·, . .; .. , 

·~1g'~íi11s, oi:i}obacterias los sintetizan, únicamente 

después ·-d~; 'que los cultivos jóvenes son expuestos a 
,_···:·<.: >_._ ·__::-·. 

la luz; ésé~~'- se denominan micoba-cterias fotocrombgenás; 

en otras~ 'l~'~ ~séoto~romógenas, el ·pigmento es sintetizado 

ya sea :qú/io_;: cultivos sean incubados en la obscuridad 

o en la jlüz; finalmente un tercer grupo no sintetiza 

pigment~ en cantidad y so.n llamadas no cromógenas (6). 

Esthdiando las condiciones para la producción 

de pigmen.t9_¡=en-- eb'laboratorio de diagnóstico, los culti-
. . 

vos se;prepai-an; .por dupiicado' y uno es inc~bado, tapado 

de la--~~l1Z JJ.~A~le. Cuando apareceri~:c:~Ól~niis en el cultivo 
-~---=--~- ·= -~-----.,,.~--, '-- - ' -

sin tapar, se quita -la cubierta' del.' ótr_o cultivo y se 

anota la presencia de pigmentos. Si no se observan pig~en

tos, las colonias se exponen a la lu:r por una - hora:-, y 

el cultivo después se incuba tapado durante la noéhe.-

La producción de pigmento después de exposición a la 

luz inAi __ ca que el cultivo es una especie de micobact:eria 

fotocromógena. Al determinar la producción de pigmento, 
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la sobre incubación puede dar resultados erróneos. Además, 

la producción de pigmento, tanto en los escot'ocromógenos 

como en los fotocromóg~n6s~ requiere .de libre acceso 

de aire y solamente los cultivos jÓ~enes de lasfotocromó

genas prod~ceh pig~ento 

c. Velocidad de desarrollo: 

La velocidad de desarrollo, se determina sembra~ 

do la· superficie de un medio sólido adecuado, con un 

pequeño inóculo, para obtener colonias aisladas. Los 

cultivos son incubados y leidos de los 5 a 7 días después 

de sembrados, después de este periodo, cada semana. Las 

micobacterias de crecimiento rápido, dan colonias visi

bles en 7 días (o menos) de incubación; ~quellas que 

dan colonias en 7 días o más son conocidas como de crecí-

miento lento (18). 

d. Morfología colonial: 

Las mico bacterias forman una gran variedad 

de tipos de colonias sobre medios sólidos, la morfologia 

colonial puede cambiar con el medio, pero es marcadamente 

estable en un medio determinado. Como ya se dijo, los 
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medios sólidos son los preferidos para el primocultivo. 

Se ha demostrado: una in tima .relación··· entre 

la morfologí.a colo.nl:~i 'y ¿·~ ~:~nteni~o de) ~ci~'os ·.~i'é<SlicÓs 
de las células.' 

Fregman y Smith propusieron una 

sistemát-ica de los tipos de las colonias y enfatizaron 

la importancias del medio escogido. Usaron las palabras 

"lisa" y "rugosa" seguida por símbolos para describir 

los tipos coloniales (14). 

Sobre todos los medios, .!:!. tuberculosis forma 

colonias secas, rugosas y duras, distintas a las colonias 

rugosas formadas por otras especies (1, 2, 4, 9, 45 ). 

Lorian demostró que los cordones observados 

en las ;olonias jóvenes de .t!,. tuberculosis, podían ser 

mejorados agregando el agente tensoactivo triton* WR/1339 

al medio 7Hl0 (1, 36). 

Las colonias de l:!.· xenopi son muy distintas; 

algunas pueden estar parcial o completamente cubiertas 

por cortas estructuras parecidas a hifas. Las colonias 

con hifas aéreas son rugosas; las colonias lisas muy 

rara vez presentan hifas aéreas, son húmedas y transparen-

forma colonias pequeñas, traslúcidas, 

* marca registra~a. 
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incoloras y de forma piramidal sobre medio de huevo. 

Estos ejemplos muestran la enorme variedad de aspectos 

que se deben estudiar y lo 6til que es el reconocimiento 

de los tipo coloniales en la .identificación. Por otro 

lado, el poder reconocer los· díve~s.os tipos coloniales· 

es indispensable o mezcla 

de cultivos (1, 11, 

Se hace un frotis del desarrrollo obtenido 

y se tiñe para determinar si las colonias están compuestas 

de bacilos ácido resistentes. Esto es importante porque 

organismos contaminantes pueden interferir con los result~ 

dos de las pruebas de identificación. 

Se deben separar los cultivos de acuerdo a 

su velocidad de crecimiento y formación de pigmentos. 

Cuando hay duda acerca de la velocidad de desa

rrollo o de su cromogenicidad, se deberá hacer un subculti 

vo con un pequeño inóculo para obtener colonias aisladas. 

Seleccionar las pruebas de identificación neces~ 

rias de acuerdo al nivel de servicio ofrecido por el 

laboratorio, nunca confiar en una sola prueba para identi

ficar las especies de micobacterias (10, 18, 24, 39). 
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Pruebas a seguir: 

CULTIVO: INOCULAR: 

Micobacterias de creci"-_ A medió de Dubos o caldo de Tween 
- - -

miento rápido. ' alb·timina, Aril:sulfatasa, MacConkey 

Tolerancia al NaCl, Nitratos. 

Micobacterias de creci_ A. med:io de Dubos o Caldo de Tween 

miento lento (no ero- alb6min~, Hidrólisis del Tween, 

mógenas y cromógenas). Tolerancia al NaCl, 'Arilsulfatasa 

Ureasa, una hora a la 1uz, CatalA 

sa, Nitratos. 

Micobacterias de creci Reducción de telurito, Pirazinami 

miento lento (pruebas dasa, Catalasa (pH=7 a 68°C), NiA 

adicionales). cina. 

tl· bovis (sospechoso) Hidracida del ácido carboxilico, 

Tiofen 2, Pirazinamidasa, Inocu-

lación al conejo. 
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f. Propiedades enzimáticas: 

;_ - -~ ... _.: :.: l_ .: -, ' 

·.En 105 ··.· :~~,C,~i;c>s, tub~rc~los~s se ha 

presenc:Í.~ ·~K·. ~Wi{~~~ • proteoli tic as 

demostrado 

la que desintegran 

las prot~Í.~a~: f~rit~ .~n ~eÚo aic.a:Úno como ácido; fermen-

tan glicerina, lecitina, fos f á tid os y 

urea. Se caracterizan por su poder reductor, desintegran 

los aceites de oliva y de ricino. 

Los fosfá tidos facilitan la transformación 

de los monocitos en células epiteloides y en fibroblastos 

y la mitosis atípica de ciertos el~mentos tisulares (14) • 

. ~ ... 
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2. O B J ET I V O S 

2 .1 Obtener un medio de cultivo de fácil préparaci6n 

y bajo costo; en el cual las micobacterias desarro

llen en un tiempo' in~riór alcania.dcí· 
' .. ·- ,- ·-.- -

en los medios tradic:ionailes •. 

2. i. I D~.t~jii~d~r·· l.~~~->'f.·.¿·¡a¿fi.ne~ ·· ~:i:i..si:ént~s · 
---:-,=~~-· ,' _,_. 

c····_medto ~:~.·-·c:u~f~:f~~t-.~.~empo ·.•de·· -~i~~tiriiL~i{6~- ·.cipo 
'~-: ... --, ' ;;,- .:./> '_•. /.> 

ae cr~di~ie'nt~F:' l>~2i~óic<>pí'a :f\fr~lit)> · ·· 
-.- ;o·~· .. --.-.;::T; ' . ··::~3': ; :~: - ' -

·, - .-, __ ;·-.-, 
.·: - - . : :~'.;' . 

2 .1. 2 Este medio de cultivó mejorar:( imptfrtS:n\emente 
_ _.e,_·- ,-,,_-

el diagn6stico te~prano, tríi't~~·:ce~~ri y: preven-
,-.. _,_,-.·-- ... ,.·· 

ci6n de las micobacteriosis. 
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3 • H I P ·o T E S I S 

Las- micobacterias se desarrollan en - ·_medíos 

clásicos bien definidos. Si se hacen variar algunos de 

los factores nutricionales presentes en estos medios, 

se pueden obtener crecimientos en periodos de tiempo 

menores, que en los medios tradicionales. 
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4. M E T O D O S 

4. 1. En relación con el medio de. cultivo: 

a. Preparación del medio de cultivo de acuerd.o a·. las 

siguientes especificaciones: 

Fórmula: 

Extracto de carne 

Peptona 

Cloruro de sodio 

Glicerina 

Extracto de espárragos 

Agua destilada, llevar 

a volumen final de: 

3.0 g •• 

s ~o & • 

8.0 g. 

60.0 ml. 

160.0 ml. 

800.0 ml. 

Se debe ajustar el pH a las necesid•des del cqltivo. 

b. Preparación ~el extracto de espárragos: 

Se utilizan espárragos industrializados blancos 

y naturales verdes y blancos. La composición y marca 

de los espárragos se menciona a continuación: 
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Del Monte*: Espárragos blancos, agua y sal 

yodatada. 

P.oma Ros~,Jt: .E~párr.agos blancos, agua, sal. yodat-ª. 

da y ácidoicfaA~o.{ 
·.·~'.·~;;:~-· :t.':;~,:-:>·-';·:-_::·.:_,:-::'::.:<.. , 

·A:} :;b 1 ~~±en*: · .. Espárragos. sal 

yodatadaj ácido citrico y ácido ascórbico.-

- . 

El contenido proteico y de ~nÍinoácÚoS' en los 

espárragos naturales es el siguiente ci9):" 

De la parte comestible: 
,_.: __ -,._. -'•-

Nitrógeno ·92.9 

Proteínas 2 .1 ' 

Isoleucina ~~055 

Leucina 0:096 

Lisina 0~096 

__ Metionina ~ Q.O~Sc 

Cistina O •. 019 

Cóntenido de S-aminoácidos 0.-047 

Fenilalanina 0.055 

Tirosina 0.044 

* Marca registrada. 
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Total de aminoácidos aromáticos 

Treo ni na 

Valina 

Arginina 

Histidina 

Alanina 

Acido aspártico 

Acido glutámico 

Glicina 

Prolina 

Serina 

Total de aminoácidos esenciales 

Total de aminoácidos 

g/lOOg 

0.099 

.0.060 

0~079 

.0.083 

0,034 

· A~121 
' ·« 

;0;230· 

·. ~;442> 

" 0/072 

>&:121·· 
.,6:~66{ .. 

o:ss1 

5.067 

Para obtener el extracto a partir de espárragos 

comerciales, se separan los espárragos del agua de imbibi-

ción, se exprimen en una gasa (para que liberen y arras-

tren el contenido de los mismos). El líquido obtenido 

se filtra a través de un algodón, este filtrado es lo 

que se utili~a como extracto. 
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La obtenci6n del extracto a partir de espárragos 

naturales es la si&uiente: Se seleccionan las mejores 

partes de los espárragos y se lav~n con· 'suficiente agua 

corrient~¡ se introducen en una olla de presi6n a 15 

libras ( 121 °C) por 15 minutos, ·se sacan y se sigue un 

procedimiento análogo al anterior. 

c. Preparaci6n del .medio de cu 1 ti vo s6lido, 

Se prepara adicionando a la fó~llltíia 

agar (3 %). 

d. Preparaci6n del 

valores de pH. 

El pH se ajusta ~on:;N.¡OH d 4: % , hasta a.Í~a~zar el pH 

deseado (7.0, 7.2, 7,4)~ 

4. 2. En relaci6n con los microor~anismos: 

a. Cultivo de cepas puras y muestras (de pacientes 

con signos y síntomas de tuberculosis), en el medio en 

estudio. 
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las 

para 

b. Observaci6~ de los desarrollos cada 24 hor~s. 

d. 

- tipo y 

ácido 

e. Pruebas de identificaci.?n (Apéndice "B"). 

- niacina. 

- catalasa. 

arilsulfatasa. 

- reducci6n de nitratos .• 

hidr6lisis de twe~e11-~-ce 

- reducci6n de .. telurito • 
. ·'' 

e ··:: 

··~/ ., .' -r -'· 

f. Cultivos ~~·uz~dds~-

por 

- Siembra simultánea de las cepas y •aterial biol6gico 
.. -

en el medio - en estudio y en ei medio tradÚional de 
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Lowestein Jensen. 

- Inoculación del medio .en estudio con cultivos d"esa-

rrollados en ~l medio tr•dicional. 

Inoculación del medio tradicional con ·cultivos 

desarroll•dos en el medio en estudio. 

4. 3. Análisis estadístico de los resultados¡ .}!!.jf~:i ~'.~:~~r-mf .. 
nar la relación existente entre fas varta'b~ce_s::~~n~jada~ 
{Apéndice "C"). 
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5. M A T E R I A L 

5.1. Material~ laborator.io: 

Tubos de ensayo con tap6n de rosca. 

- M~traces Erlenmeyer de 125 ~ 250 ml. 

Vasos de precipitados. 

- Pipetai de 1, 5 y 10 ml. 

- Pipetas Pasteur. 

- Embudos de talle corto y largo. 

- Probetas de 50, 100 y 500 ~l. 

- Jeringas desechables de 1 ml. 

- Vidrios de reloj. 

- Asas bacteriológicas. 

- Algodón. 

- Gradillas de alambre. 

- Marcadores. 

- Guantes desechables. 

- C6mara y puentes para tinció~. 

- Gradillas de madera para frotis. 

- Frascos gotero. 

- Portaobjetos. 

- Mecheros. 
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5.2. Material biol6gico. 

- Cepas tipi(icadas del Laboratorio de lnnmunol2 

gía de la Escuela Nacional' de· Ciencias Biológicas del -

I. P. N. (Enviadas de Myc9bacterial Culture Collec¿ion, 

1972. Trudeau Institute Inc;). 

- Expectoraciones positivas y negati,asi así co-

mo muestras de orina y liquido cefalorraquídeo del Labora-

torio Central del Diagn6stico de Tuberculosis y Enfermeda-

des del A~arato Respiratorio, S. S. A. 

- Nódulos de enfermo de lepra del Cent~b Dermat2 

16gico "Dr. Ladislao Pascua", S. S. A. 

'>. ,-··>. 

Otros medio~' ~~f-,f,~!~~:j.~O. ü.tilizados: 

-.Mediosdeculti~C> (Lowenstein Jensen) del Lab.Q. 

ratorio de Microbiología de la Facultad de Medicina.',V,ete_ri. , 

- Medios de cultivo (Lowenstein 

~·;;::=·.~:: . ·-.·. 

;Lab~-

naria y Zootecnia de la U. N. A. M. 

ratorio Central de Diagnóstico de Tuberculosis y il11er,~ed,!! 
des del Aparato Respiratorio de la S. S. A. 
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6. 

Nombre: 

- Balanza analítica 

- Olla de presión 

- Autoclave 

- Centrífuga 

- Centr1fuga 

- Vortex 

- Incubadora 

- Incubadora 

Incubadora 

- Microscopio 

- Microscopio 

Refrigerador 

- Refrigerador 

- Campana bacteriológica 

equipada con luz ultr.2_ 

-violeta 

- Baños María 

E Q U I P O 

Marca y_ modelo: 

·E •• 1c< C. O. 

AMSCO 

IEC International· Centrifuge; 

Model K, size 2. 

BHG Ideal; Modelo BHG 700 

Arthur M. Thomas Co.; 8929-W 

Precision Circulating System~253 

Kinet Pat. 5384 pend. 

Precision Thelco; model 6, 

range to 60°C 

Zeizz West Germany 

Leitz Wetzlar; Mod.: SM~LUX 
~-~~-::4-d~~:: == 

temp 

Nieto; modelo comerci~~. 6 ~uer-

tas 

Wes tinghouse; m'odelo · W 

Precision Scientific C~.; Mod 

66648 

MAPSA, Mod. Bl-40-T 
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7. RE A C TI VOS 

~ombre: Marca~ 

- Extracto de ¿arne Bowril 

- Peptona .Difco 

- Cloruro de sodio l'(()Üte_r.re.y 

- Glicerina Meré:k ,. 
;<'-"':·.·,; 

- Extracto de p'<i··.-_.·.:*''Déi ... Monte*.-.,-. __ oma,,;: o,sa -~-•. _ _ _ _ 

es'párragos 

- Cristal violeta 

- Etanol 

Oxalato de amonio 

- Yodo 

- Yoduro de potasio 

- Acetona 

- Safranina O 

- Fucsina básica 

- Azul de metileno 

- Acido clorhídrico 

- Hidróxico de sodio 

- Acido fénico 

- Rojo de fenol 

* Marca Registrada. 

- ' ,e," ,, • ' ,' : ! ~ ;• .", : ~ .. ,..,-~-

: •-· ;_Áf1ti''iq'(a·~ieri~:;~f Na tu·ral.e é 
,,,_-,<';{f".: .·-. 

tH'~,~t;~i~r.;:;,1b:~<.·'< _. 
't:!Y~~~~:t~~4;_-:'Yc• 
L~-ifz';~1s)i~ft.~-..... -.--

. L¡;;~¡~S·;·~~.{K~·--__ 
Lai-tz/::s~'k/ 

'"'''.:: 
- • • 0 • , - ~---' L _ 

taie~z"/:s\·: . A'~-
·';; _ _.,.. 

·t13~.f2:\ 'S. Á .• 

La.1,ti:z,. _s ; ·A • -

L.aitz, S. A. 

1 Baker Analyzed' Reactivo 

'Baker Analized' Reactivo 

'Baker Analized' Reactivo 

Técnica Química, S. A. 
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8. DESARROLLO EXPERIMENTAL 

l. Reaiizaci:6n de cultivos en los que se. emple.2_ 

ron suspensiones. bacilares de 'diferentes micobacterias. 

Los nombres de las micobacterias y los medios de 

cultivo se mencionan a con~inuaci6n: 

Suspe~siones bacilares: 

Mvcobacterium xenopi. 

Mycobacterium marinum. 

Mycobacterium phlei. 

Mvcobacterium kansasii. 

Mvcobacterium tuberculosis H37Rv 

Mvcobacterium avium. 

Mvcobacterium nonchromogenicum. 

Mycobacterium microti. 

Mycobacterium smegmatis. 

Medios de cultivo: 

Medio s6lido y líquido de espárragos naturales -

verdes, a pH 7.0 y 7.2 

Medio s6lido y líquido de espárragos Ann O'Brien 

a pH 7~0 y 7.2 
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Medio de cultivo Lowenstein Jensen. 

El 

2)' Incubar a 

3) 

Cuando ya existe un de;arrcillÓ apreciable, real.i 

zar frotis de los crecimientos, i:efi:frlos por las técnicas 

de Zielh Neelsen y Gram (Apéndice 11 ·A ")y hacer las<obsel:_ 

vaciones microscópicas. 

Hacer pruebas ,de tipiffcaci6n a los .:cultivos ·ob

tenidos (Apéndice 11 B 11 )~ 
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II. Cultivos de muestras biológicas de pacientes 

que Las 

líquido 

ce medios 

de 

(.verdes 

- Incuba~i~n 

·Cuando 'ya '~~i;ten desarrollos apreciables: 

* Marca regi~trada. 
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Teñir por las técnicas de Ziehl Neelsen y 

Gram. 

- Observar mic C"oscóp.icamente. 

. ·.. . ·-' .. 

Lós cultivos se. realizan ~ón bacilos obtenidos 

a partir . dé hb~ogen.~2:caaos ·de ~á6iauloi:i°Yde leproso; estos 

bacilos se inoculan en .el·.medio 'de. Lowest:ein Jensen y 
. 

en el medio de espárragos :Ann •º' Brien a pH=7 .4. 
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9. R E S U L TA DO S 

I. Resultados obtenidos de los cultivos r~alizados con --

a. con 

r 

9 

. . 

a. 2 Comparación d~l 'creci~:i.~nto eri. 10.s <dif.eréntes -

medios. 

Número de 

positivas en: 

MEDIODE CULTIVO 

Natural sólido 

Natural líquido 

Ann O'Brien sólido 

Ann O'Brien líquido 
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Número de cepas positivas en Lowestein Jensen 

y negativas en: 

MEDIO DE: CULTIVO 

Natural sólido 

Natural líquido 

Ann O'Brien sólido 

Ann O'Brien liquido 

pH 

2 . '2 
_.-.;-:._ 

3 ;<•.4 

j 2 

a.3. Comparación de la contaminación: 

Núm~ro de tubos contaminados : 

MEDIO DE CULTIVO 

Natural sólido 

Natural líquido 

Ann O'Brien sólido 

Ann O'Brien líqui~o~ 

7.0 

# % 

pH 

El medio de Loweste'in Jeris~'ri ~() prgse~tb 
',·;¡, .. '· 

contaminaclón. 
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~I • xt.•oupi 

IJ. mur i num 

.t!..!..--l!.hltl 

~!....!!!...!J!!!!. 

11. tuLerculositi 

11'J7 Rv 

kL 11011t:l1romag~r1icu1n 

~~ 

1 
1 t!.:...J.!!.iLl:!il..!. 

1 
l 
~l.i~li 

1 

.Ll...J?IGlllENTU~_!!l.A ~lllr:S-J'R,\ FJ. TJE.'11'0 ll[ C.RECIMJE~TO* 1:11 LJIAS ~;OBRE U!FERf.1;n:s 

MEDIOS DE CULTIVO· AS! CUHO J.l REALCJUN ~ LAS TINCIONES** U~ ZIEIJl.-N[ELSEN Y 

CRA.'I DE LAS 111COllAC'•1:f!1 AS ESTIJIJ! A[JA~ 

s n 1 1 ,, o " IJFl>I 1' '" <'111 '' fVn 1 1 '1 11 r 1¡ n ~ "' A<:1rn 

l"Sl'ARRAC:O 

UiJL_,,__7.Jl_ 

01 
z (-) 

¡; ( - ) 

--
04 

z ( +) 

¡; 1 +l 

CONTAHIN. 

N') GHEC!O 

01 
z (+) 

,; ( +) 

15 
z ( +) 

G ( +) 

15 
;,: ( t) 

¡; I+ \ 

CD"EJU:.W~ :.stAJUL\.ill!..Ji} l'llH A 1 , .. ~·· " "' '""'"""'''.' '-'C '"V V>(•(> ".-c.w" LOllESTE 1 N 

,¡¡ . 7 ., ,¡¡ . 7 'I "" , 7 ., 1.-.ulLo .. 7 . o .. 11 . 7 
., ,1¡ " 7.11 u JI - 7 ') .!EUSEN 

01 U! 01 U! U! U! Ul ·01 

z (-) z ( - ) z (-) z ,-) z ( - ) z (-) z (-) z (-) 

G ( - ) G ( - ) G ( - ) G (-) G (-) G (-) G {-) G (-) 

15 
z (+) 

G (+J 
·-----··- -· -·- - -- -----

03 04 O:J 03 04 03 Q] 03 

;, ( +) z ( +) z ( +) z ( ,.¡ z (+) z { - ) Z(+) z (+) 

,; 1 +) 
G '"' 

t: 1.) ¡; (-) G 1 + l e; ( + \ r. ( + \ G ( +) 

28 n 28 rn lB 28 28 ()/4 

~ ( ~) z ( +) z ( t) z ( ) z ( ) z (+) z ( +) z ( t) 

G I+ \ G '"' 
¡; (. \ ....!.L!.. l <' ( ·\ G r + \ G 1 \ G ( +) 

:.n 
z ( t) 

r. ( \ 

15 15 15 21 22 22 21 (IJ 

z ( ) z (+) z (i) z (+) z (+) z (+) z (+) z ( +) 

{' ' ' 
,, ,,, 

<: '""' " (¿1 (' '•' G I+\ G í+l G ( +) 

01 01 01 111 01 01 01 01 

z (+) z ( - ) z (i) z (+) z (+) z (+) z (+) z (+) 

G (+) G (+) G ( +) ¡_; (+) ¡; ( +) G (+) G ( +) G (+) 

CONTAHIN. 10 O"/ NU CJ!J\Clü JO 1 5 15 04 

z ( - ) z (>) z ( ) z (-) z ( +) z (+) 

G ( +) ,; (+) e: ( ) G ( +) G ( t) G ( ) 

NO CRECIO j 5 lü UI 02 04 04 04 

z (-) z ( - ) z (t) z (+) z (+) z (+) z (+) 

G t + \ G ( .. l G l+l G ( t) G ( ) e: ( +) G ( ) 

El tiempo de crecimi~nlo cH el n6me1·(1 1¡u1' bC d11 e11 lu ¡1urtc Htlp~rJor dt! r11du rccu11flro. .. Con re~q1eclo u las tinLionci; 1 J(.iH cHpuclu:i t~n lilunco inJicun que no Ht: ol1HL·rvar0n iJo

c1los (u pct-Jur de lluhcr dt~~nrroJlu). l.u "Z" s~ refJcre ll la 1·cuccJón, poHilivu o 11(.'K.!!. 

livu. u lu ti11cib11 de Zlcl1l NecJM~tl, de 111 mittn1u m•1oera lu 1'G 11 ac refiere a In tinciho 

de Gn1m. 

1 !lUSEli~A!:!Q~P.S 

Nu 1lc1H1rrol IÚ en el 

medio en c~tudlo. 

En el mt:d iu dl• es tu-

dio •Ül lJu hubo pro-

ducción de ¡iigmcnlo~ 

Nu 1.lesnrrollo Cll ul 

medio en estudio. 

Prcsentun pig111e11t u 

11nr unjo. 

PJgme11to 1111r1111j11 

a J ou 7 d f ilB tle 

J 11culu1c i 611. 

1 



b. Análisis ~stadistico de los .resultados. 

. . . . 
El análisis est~cl:Í.stico se llev6 .a cabo inte-

~· ,-.. 

grando tablas de contingencia, para determina.~ Ías relaCi.Q. 

nes de dependencia o independenc~a entre las di~ersas 

variables manejadas en est~ estudio. Se titiliz6 c6mo 

estadística de prueba. la variable aleatoria Ji- cuadrada 

x2 ) • Este análi'sis de llev6 

"Burroughs ial"g~-_s;~~ems". 
a cabo en computadora 

. . . 

~~l Cepa estudiada por tiempo de ereeimijntb. 

x2 = 269.9953 

Grados de libertad 80 

Significancia (oc:) = 0.0000 

No hay relación entre la cep~. y .el 'tiempo 
·, 

de crecimiento; ya que se observaron desarr~llos,a difereA 
• 

tes tiempos para cado cepa. 

b.2 Cepa estudiada por tipo de crecimiento. 

x2 = 56.6157 

Grados de libertad = 16 

Significancia (OC) 0.0000 

tos cultivos positivos, negativos o contamina-
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dos se pueden presentar en cualquier cepa. 

b.3 Cepa estudiada por pH. ,,., 

x2 10.94 c 

x2 26.96 
t 

Grados de libertad 16 

No existe relación entre .. lo~./do·~:: factores 

estudiados, Independientemente del pH 
0

hay cr:~J.·~:¡~~~<{. 
, -~~'-<- -
--... ;-\< 

b,4 Medio de cultivo por estado de agregación. 

x2 ... s.1 
Grados de libertad 2 

Significancia (o<.) ~ 0.0174 
: ,. '.~ . ' 

Las cepas estudiadas desar'r.ollan en los dos 

estados de agregación. 

b.5 Medio de\ cultivo por tipo de creciínie(nto .• 

x2 .. 5.8392 

Grados de libertad = 4 

Significancia (o<..)·= 0.2115 

El tipo de crecimiento, negativo, positivo 

o contaminado depende del medio de cultivo. 
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b.6 Medio de cultivo por pH. 

x2 = 81.00 

Grados de libertad 

Significancia .(o<..) 

4 

º·ºººº 
Independientemente del pH se presentan desarrQ 

llos en todos los medios. 

b.7 Estado de agregación por pH. 

x2 = 8.1 

Grados de libertad 

Significancia (oc.) 

2 

0.9114 

En los dos valores de pH estudiados hay creci

miento, tanto en los medios sólidos como en los líquidos. 

b.8 Tiempo de crecimiento por tipo de crecimiento. 

x2 = s1 

Grados de libertad 20 

Significancia (oC) º·ºººº 
Los cultivos positivos o negativos, así como 

los contaminados, no están relacionados con el tiempo 

que tardan en crecer, es decir que se pueden presentar 

de8arrollos a cualquier tiempo. 
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II. Resultados obtenidos de los cultivos realizados con 

-est_udio 

Muestras ............................ 337 

Muestras con baciloscopia positiva 250-

Muestras con baciloscopia negativa 87 

Cultivos en Poma Rosa ............ ' .. 61 

Cultivos en Del Monte ............... 22 

Cultivos en Ann O'Brien ............. ·-- 86 

Cultivos en espárragos verdes .• ..... •·. 97 

Cultivos en espárragos blancos ........ 71 

Cultivos en Lowestein Jensen ........ 337 

Cultivos - - 674 ........................ . .. 
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a.2 Comparación del crecimiento (positivo se refiere 

a que sí hubo crecimiento y negativo a que no se 

presentó desarrollo), .en los diferentes medios. 

Número total de: 

Positivos en Poma Rosa ......... 
Positivos en Del Monte ......... 
Positivos en Ann O'Brien ....... 
Positivos en espárragos verdes .. 
Positivos en espárragos blancos . 
Positivos en Lowestein Jensen ... 
Negativos en Poma Rosa ......... 
Negativos en Del Monte ......... 
Negativos en Ann O'Brien ....... 
Negativos en espárragos verdes .. 
Negativos en espárragos blancos 

Negativos en Lowestein Jensen 

a.3 Comparación de la contaminación. 

Número de tubos contaminados en: 

Poma Rosa 

Del Monte 

Ann O'Brien 

Espárragos verdes 

Espárragos blancos 

Lowestein Jensen 

........ - .. •· .. 
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# 

11 

2 

35 

22 

8 

180 

46 

19 

46 

64 

56 

107 

# 
4 

1 

5 

11 

7. 

so 

% 

18.03 

9.0 

40.77 

22.70 

11. 26 

53.41 

75.40 

86.36 

53.48 

65.97 

78.87 

31.75 

% 

6.5 

4.5 

5.8 

11. 34 

9.8 

14.83 



a.4 Comparaci6n del tiempo de crecimiento. 

Intervalo dé tiempo donde .a¡{B.iecé el primer cre

cimiento: 

Poma Rosa 

Del Monte 

Ann O'Brien 

Espárragos verdes 

Espárragos blancos 

Lowestein Jensen 
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b. Análisis estadístico de los resultados. 

El inálisis estadístico se llev6 a cabo inte-

grando tablas de contingencia, para determinar las relaci.2_ 

" nes de independencia o dependencia entre v~riables, usan-

do como estadística de prueba la variable aleatoria 

Ji-cuadrada x2 ). Se llevó a cabo en computadora 

"Eurroughs large Systems". 

b.l Medio por tiempo de crecimiento. 

x 2 = 318.3439 

Grados de libertad 124 

Significancia (oc:.) º·ºººº 
En cualquiera de los medios de cultivo empl~a-

dos, se observan desarrollos a diferentes tiempos. 

b.2 Medio de cultivo por tipo de crecimiento. 

x 2 = so.9014 

Grados de libertad 8 

Significancia (OC::.) º·ºººº 
Se encu•!ntran contaminaciones, cultiv•.HJ positi.. 

vos y negativos en todos los medios. 
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b.3 Medio de cultivo estudiado por baciloscopía. 

x2 = 2.4111 

Grados de li bei:'tad ·.s 

Significania (OC.) 0.9655 

El crecimiento presentado en los difererntes 

medios de cultivo depende de la baciloscopia que haya 

presentado la muestra, es decir, que las muestras con 

bacilos abundantes dan mayor número de cultivos positivos 

que las que tienen pocos o ninguno. 

b.4 Tiempo de crecimiento por tipo de crecimi~rito. 

x2 
= 422.1111 

Grados de libertad = 62 

Significancia (o<:.) 0.0000 

Las contaminaciones y los cultivos positivos '' 

o negativos se presentan a cualquier tiempo. 

b.5 Tipo de crecimiento por buciloscopia. 

x2 = 65.7457 

Grados de libertad 4 

Significancia (CX:) 0.0000 

Tanto muestras que presentan baciloscopía 

positiva (bacilos abu.ndantes o escasos), r:omo muestras 

negativas, dan lugar a cultivos negativos, positivos 

y contaminados. 
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b.6 Tiempo de crecimiento por baciloscopía. 

x2 = 135.8753 

b.7 

Grados .de lib~rtad ~c62 

Significancia (o<.') ;'~·oVoodo · .. / 
··:; ,--, r-- ·.: .. \'. ,~'::.(:~ _· 

<-'.::/·'.~~;~.~--~ "'"·' - -,·."·.\ 

Medio es tudiad;c). P.º*'·\·''.t·i~.~~~.·\;,d1~' '.crec:imJ.en to 

control~do por tipo d~' ·~r~c:i.m:i.~!lto ·c~;~ció). 

x2 = 407 .5115 

Grados de libertad 124 

Significancia (o<.) 0.0000 

En todos los medios 

desarrollos característi:os a diferentes tiempo~. 

b.8 Tiempo de crecimiento por tipo de crecimiento 

controlado por baciloscopia: 

Negativa Escasos Abundantes 

x2 = 128.68 xz = 128.0 x2 = 164.94 

G .l. 20 G.l. 48 G. l. 44 

o.::. º·ºº o<.. º·ºº o<. = o.o 
Muestras con baciloscopía negativa, con esca~-

sos o abundantes bacilos, dan lugar a cultivos positivos, 

negativos o contaminados. 
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b.9 Medio estudiado por tipo de crecimiento contrQ 

lado por baciloscopía negativa. 

x2 
= 3.3035 

Grados de libertad 

Significancia (o<:.) 

8 

o .9139 

·El·· .desarrollo obtenido· muestra 

presenta'. b'~'cil~scopía negativa, así,co~6i.tj~e haya cultivos 

- llegativoi3 o contaminadOs de~_e,~de del medio 

de cultivo~ 

b.10 Medio estudiado por tipo de crecimiento contrQ 

lado por 

abundantes). 

Escasos 

x2 = 31.50 

G.l. 8 

baciloscopía (bacilos 

Abundantes 

x2 = 58.76 

G. l. 8 

0.0001 0.0000 

escasos y 

Cuando la muestra presenta ba~ilos escasos 

o abundantes, los cultivos positivos, negaiiv~s .y coriéami-

nados se presentan en cualquier medio, 
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b.11 Medio estudiado por tiempo de crecimiento 

controlado por baciloscopia negativa. 

x2 = 54.22 

Grados de li6ertad = 40 

Significancia (o(.) 0.0661 

Cuando la baciloscopia es negativa el tiempo 

de desarrollo de~ende del medio de cultivo, 

~;12 Medio estudiado por tiempo de crecimiento 

controlado por baciloscopía (bacilos escasos 

y abundantes). 

Escasos 

x2 = 123.12 

G.l. = 96 

~ = 0.0325 

Abundantes 

x2 = 214.38 

G.l. 88 

º·ºººº 
Cuando la muestra presenta bacilos escasos 

o abundantes se obtienen cultivos a diferentes. tiempos 

y en cualquier medio. 

- 62 -



Los resultados del tipo de crecimiento, tincío-

nes y tipificación, tuvieron las mismas características 

tanto en las suspensiones bac{larss, como en las mue~tras 

biológic~s cultivadas. : .. :: .• ~ .· . 

El crecimiento · obteil{:iio'< e'n',\'Lowe'sf~''{~ .,J~hsen 
. -·· ·. •/•:_· .. ·. -··.'-·:··:~·-.,;: ... ~:.· .·/::::;_,. 

es el característico repo~tadd,;.: :~·n ~f-.'.~edf •. ~ '.:~ri':'{,:;~~uci"~º. 
líquido es una nata en la süperfi'Ci~','·\gru~sa·:. éoFr\ígada, 

dificil de romper. 

Los frotis de los cultivos (medio en estudio), 

fueron variables a las reacciones de Ziehl Neelsen y 

Gram; pudiéndose clasificar, a la mayoría, como negativas. 

Las formas bacilares observadas iban desde cocos hasta 

bacilos alargados, mal teñidos; algunos Únicamente se 

tiñeron en su contorno. 

La tipificación se llevó a cabo en el medio 

de Lowestein Jensen, porque el medio estudiado presenta 

la desventaja de que en él no se pueden realizar pruebas 

de tipificación, a excepción de la catalasa, que fue 

muy variable. 

En la tipificación de las muestras biológicas, 

se encontro que Mvcobacterium tuberculosis, era el causan-

te de la enfermedad. 
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Las suspensiones bacilares se identificaron 

.. -' ... 

Re;~.fr~dos o)l>~~ni~~s : d'e 'hios; cuÚi\.'os realizados 
''·o\-.. '_~,~;·.-~~;, -,--.-~:-~: '. . ·-,._~,~ F~_,' <.--·. ; ' " 

con no!Rc/~~~íi¡icitj;_~d~ }b.~~~l'til6.\'J~·B?8~~. 
::,··<~~ > ·:'~5:· .. ,:'.: ~\.J!·· -'-~(\{:=~:·F- -.·,_¿: ':F:~;:;;:~--;;: ~~-'.'}{~ 

--~:~< ..,-·,-". .. ,. Y;::~.1 _ ~~.:-· ·.--:.<;;,;~: ·.-_~-.;-;' :· .. _·,'--:.: ,-. 

Todos 1bs .;'¿·\i'i'i{¡.ó.S"~'f~itfi~ad~'i.·;~';)'¡( '.'hóm:cigénizado 

de nódulo leproso f~ér·:~ ''l~i~~f.Z:~'J.J~i'f< ~i.Lmed{~~~:o preseri tó. 

III. 

-~ ~>./.·,_~'.:~-:~: . .:/..,_~- .. · .. ': .,,_ -
cambio alguno. --'.~:,_~_--- ~ - . . __ :- -.--~--
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10. e o N e L u s I o N E s 

Tomando en cuenta que las micobacterias estudia

das poseen caractet{sticas similares entre si, pero que 

cada una presenta un metabolismo especifico, .se .co.menta 

lo siguiente: 

l. Las micobacterias desarrollaron a· diferentes 

valores de pH, medios de cultivo. y ~stados 

de agregación; en tiempo variable. 

2. Se observó que las tinciones de Ziehl Neelsen 

y Gram variaron, cuando se esperaba que siempre 

hubieran sido positivas. 

3. La morfología microscópica también fue variable, 

pud l~ndose encontrar desde formas cocoides 

hasta bacilares, siendo que no había contamina

ción. 

4. El Lowestein Jensen, que es el medio específico 

en este caso, presenta también diferencias 

en 1~$ dos aspectos anteriores. 
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S. En cuanto a desarrollos se observó que el 

Lowestein Jensen es el que da mejores resulta

dos~ 

6. Se prefír~ó el empleo de medio de cultivo liqui~ 

do, por presentar la ventaja de no llegar a 

la desecación tan rápidamente como el sólido, 

además de que el desarrollo es más abundante. 

7. En el medio estudiado de observó una ventaja 

muy importante con respecto al medio de 

Lowestein Jensen, y es que ei crecimiento es 

tan rápido de las "micobacterias", que ocurre 

en un lapso de l a 3 días, mientras que en 

el medio tradicional es hasta de 60 días. 

8. No se puede asegurar categóricamente que se 

trate de "micobacterias" (en el caso de los 

cultivos de muestras biológicas), porque aún 

no se ha demostrado con pruebas de tipificación, 

aunque su morfología de crecimiento en el medio 

líquido corresponde a la reportadJ en la biblio

grafía. 

- 66 -



9. La morfología del crecimiento en el medio líqui

do es una nata en la superficie, gruesa y·corru

gadu que varía ligeramente en su color, de 

una muestra a otra, pudiéndose encontrar café 

claro, blanca, amarilla o anaranjada. 

10. Una de las principales desventajas de este. 

medio de cultivo es que no se pueden hacer 

pruebas de tipificación en él, por lo que no 

se puede demostrar que se trate de "mycobacte

rias", aunque se sospecha, ya que una misma 

muestra ::1embrada en el medio en estudio y en 

Lowestein Jensen da crecimiento positivo a 

Mycobacterium tuberculosis en este Último. 

11. Tampoco se pudo demostrar que se tratara de 

"micobacterias" por la tinción de Z.iehl Neelsen, 

ya que los frotis teñidos por esta técnica, 

la daban negativa; lo que lleva a pensar que 

las "micobacterias" cultivadas en el medio 

en estudio pierden su ácido resistencia. 

12. Una explicación del porque' pierden su ácido 

resistencia, pudiera ser el que las "micobacte

rias" al crecer tan rápidamente en este medio, 
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no tienen tiempo para sintetizar todos sus 

componentes celulares, pr~nc~palmen~e. 

lipidoi; · quit i~/da~'Jesta.~~d~i.~~,d~:d!~ 
-' : -.~. '· --.-·-.". 

los 

<'~ ·:~·-·.""" :.:)·-- .-,-,:·i--:-:5' ,,. ,. 
~~~--'.\: ~~~·:.: ~ _·, ; '( :_: --- ' -·: - :.,_ ··. ' -

13. Otra e'xpl.i.f·á,C:i'ori; .<~¿dÍ:era ser, que al cultivarse 
''.;_ '-. '-, ; .';. • e -~-' --

en).· este<: JJ!edi,O ,se> madi.fique 
'. .. ::;·,.:.'-

importan temen te 

sú composición química. 

14. El considerar este cambio en su composición 

química, se basa en que no dan pruebas de tipi-

ficación y además el desarrollo en el medio 

estudiado no puede ser trasferido al medio 

de Lowestein Jensen o viceversa. 

15. Todas las tinciones de los frotis de las mues-

tras cultivadas fueron irregulares, pe.ro se 

pueden clasificar como Ziehl Neelsen y Gram 

negativos. 

16. Las micobacterias desarrollan en todos los 

medios de cultivo utilizados, presentando culti-

vos positivos, negativos o contaminados, indepen 

dientemente de la baciloscopia que haya present~ 
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do la muestra y el tiempo de crecimiento. 

17. Cuando la baciloscopia es negativ.a, . eL .tipo 

y el tiempo de crecimiento dep·enden· del medio 
,• 

de cultivo, debido a que el medio debe Set'. 

muy sensible para dar cll.lti'vos positivos cuando 

en la muestra hay pocos ~ ning6n bacilo observa-

ble. 

18. Cuando en la muestra se encuentran bacilos 

19. 

20. 

escasos o abundantes, las micobacterias crecen 

a diferente tiempo y tipo de crecimiento en 

cualquiera de los medios, 

En el medio de cultivo estudiado, el 

Mycobacterium leprae no pudo ser aislado, esto 

concuerda con lo reportado hasta el momento, 

ya que es un microorganismo demasiado exigente 

que no crece "in vitro". 

La tuberculosis es una enfermedad endémica 

en América Latina,por esto es importante encon-

trar un medio ideal de cultivo que satisfaga 

las necesidades de un país en vias'de desarrollo 

como. México. 
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21. El medio de cultivo que hasta ahora se ha encon

trado que satisface en su mayoría estas necesid_!! 

des; es elmedici i,te 'LÓw·esteÍ.n Jensen. 

22. El medio aquí estudiado, preparado a base de 

extra~to de espárragos, con las variaciones 

-de estado de agregación, pH, diferentes marcas 

comerciales y naturales (verdes y blancos), 

presenta algunas desventajas con respecto al 

medio tradicional, pero tiene algunas ventajas 

sobre él, como son: 

Las "micobacterias" (de cultivos realizados 

con muestras biológicas), pueden desarrollar 

en un tiempo mucho más corto. 

- Es más fácil de preparar que el medio tradiciQ 

nal. 

- Al realizar el análisis de costo, se observa 

que es más económico. 
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11. 

Del estudio. r'e<iÚzado con este ~edib/de cui tivo 

(preparado a base de extracto de es~lrrago~), se encontr6 

que tiene desventajas comparlndolo con el medio tradicio

nal de Lowestein Jensen, pero que en algunos aspectos 

lo supera. Hasta la 

no lo han ·superado 

fecha los nuevos 

totalmente, por lo 

medios 

tanto, 

ensayados 

se deben 

hacer pruebas con el fin de estandarizarlos, particularme~ 

te el medio aqui trabajado. 

Hasta el momento todas las pruebas han sido 

diseñadas para los medios cllsicos, en donde se presentan 

carac~eristicas bien definidas, por esto se deben planear 

o rediseñar nuevos métodos para establecer en el nuevo 

medio, las siguientes caracteristicas: 

- Propiedades tintoreales. 

- Propiedades fisiológicas. 

a. Pruebas de tipificación. 

b. Pruebas de sensibilidad. 

- Inoculación en animales. 
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APENDICE "A" 

Procedimientos 'de laboratorio utilizados. 

l. Colección y,manejo de muestras clínicas. 

1.1. ·Esputo. 

Se debe instruir al paciente sobre la necesidad 

de que la muestra provenga de los bronquios o de lo más 

profundo del pulmón. El esputo obtenido, al despertar 

el paciente, dá bastante seguridad de que corresponda 

al sitio de la lesión. La saliva o secresiones nasales 

no son satisfactorias para el estudio (6, 18). 

El paciente puede enjuagarse la boca con agua, 

pero no debe utilizar desinfectantes, ni realizar enjua

gues repetidos. 

El recipiente de recolección debe ser estéril; 

de plástico o vidrio y que cierre perfectamente •. 

Volúmenes de 5.0 a 10.0 ml son adecuados, aunque 

muestras menores también deben procesarse. 

Si la muestra no pudo ser trabajad a Jebe refri

gerarse, y si está siendo enviada no debe exceder de 

5 dias y debe mantenerse en refrigeración. 
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1.2. Esputo inducido. 

Debido a que existen pacientes que no saben 

expectorar, se induce la. expectoración mediante el uso 

de aerosoles calientes, que contienen soluciones ~cuo~as 

de NaCl al 10 %, 

Hay ocasiones en que el paciente no logra expec

torar, o que manifiesta no tener expectoración. En estos 

casos siempre existe la posibilidad de obtener una muestra 

por medio de la obtención postural del esputo (6, 18, 

44) • 

1.3. Orina. 

Se colecta la porción intermedia de la primera 

orina de la mañana. Las muestras "de más de 24 horas 

se ~eben desechar. 

La orina también se puede colectar por catéteres 

en los uréteres, hay que recordar que la orina es un 

excelente medio de cultivo para microorganismos y aunque 

la muestra se tome asépticamente, es fácil de contaminar. 

Cuando no hay posibilidades de que la muestra 

sea procesada inmediatamente, 

en refrigeración (1, 16, 20). 
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2. Procedimientos de laboratorio para microscopia. 

2. l. Preparación del :.fro,ti:·s -~ · · 

Par~ realizar un frotis directo, se _toma de 

las partes más gruesas del material purulento; debidoa 

que en estas zonas es más com6n encontrar mi~obacteriaé. 

El material se esparce a través del portaobje

tos, tratando de dejar una capa delgada (frotis delgado). 

Los portaobjetos utilizados deben ser nuevos 

ya que los usados anteriormente pueden- tener bacilos 

ácido alcohol resistentes (BAAR). 

Para realizar un frotis por concentración, 

el sedimiento de la muestra homogenizada, se coloca por 

medio de una pipeta Pasteur en el centro del portaobjetos 

extendiéndose y dejando una capa delgada del material. 

Para fijar el f rotis se calienta sobre la flama 

de un mechero, pasándolo rápidamente tres veces sobre 

el cono más caliente de la flama; un procedimiento alter

nativo puede ser el calentar los frotis sobre una platina 

caliente por dos horas a 65 ó 70°C (1, 12, 18). 

2. 2. Procedimientos de tinción. 

Tinción de Ziehl Neelsen (1, 9, 11, 18). 
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Reactivos: 

- Fucsina· básica l g 

- Alcohol.absoluto 10 ml 

- FenoL.ál .5 % · 100 ml 

Disuélvise la fucsina básica en alcoh.ol ·y com-:-

bínese con .. 'la .. s.ólución fenicada. 

·A~cohol ácido. Se añaden 

de ácido' clorh id rico concentrado, a 

90 - 95 %. 

Colorante de contraste. Se disue1ven ~0.5 g 

de azul de metileno en 100 ml de agua destilada. 

Método: 

a) Colocar la laminilla (previamente fijada) 

en un soporte de varilla sobre un vertedero. 

b) cubrir la laminilla con solución de fucsina 

básica. 

c) calentar pas~ndole por el reverso una flama 

hasta la emisión de vapores, de tres a 

cinco minutos, evitando la ebullición o 

la desecación, para lo cual debe reponerse 

la fucsina que se va evaporando. 

d) Lavar con agua de la llave. 
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e) Decolorar con alcohol ácido. 

f) 

g) 

Lavar con Jgu~ de la.llave. 

·.f ~fiif. .. ·.·i;farid~¡A' '~zJi ·· de· Die~ileno, 
~'· _.:,--. \ .. "·;, .·,",>' .:;·: ; 

un .. ~i~~to .•• . .. < .· ' '} · . 
::_:: :·:,-->'.-.< .:·_.:: '.' .. 

h) Lavar con agua de .. ia'. Tia'vé'. · 

i) Dej~r secar por ~scuriimiento. 

· Resulta do: 

durante 

Los bacilos ácido resistentes, muestran· color 

rojo, en un medio contrastante azul. 

Tinción de Gram, modificac~ón de 

9' 11, 18). 

Reactivos: 

Cristal violeta. Se disuelven dos gramos 

en 80 ml de solución de oxalato de amonio al 1 % ; 20 

ml de alcohol al 95 % y 80 ml de agua destilada. 

Solución yodo/lugol. Se disuelve 1 gramo 

de yodo (cristales) y 2 gramos de yoduro de potasio en 

100 ml de agua destilada. 

Solución decolorante. Solución 1:1 de aleo-

hol - acetona. 
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Colorante de contraste. Disolver 2.5 g 

de safranina O en 100 ml de etanol al 95 %. 

Método: 

a) Tifiase la ll•minilla (previamente fijada) 

con cristal violeta durante 10 segundos 

y tirar el exceso de colorante. 

b) Cubrir la laminilla con lugol dura~te .10 

segundos. 

e) Lávese con agua de la llave. 

d) Decolorar con la soluci6n de ~lcoholº 

acetona por 10 a 20 segundos. 

e) Aplicar durante 10 segundos la safranina. 

f) Lávese con rapidez (con agua) y se4uese 

por escurrimiento. 

Resultados: 

Los organismos Gram positivos aparecen de color 

azul, los Gram negativos de color rojo. 
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2.3. Baciloscopias. 

Lectura. del Í~otis Y, reporte de .resultados. 

La lecturidei.frotis y el reporte de resultados 

lo hace el personal ·de laboratorio encargado de esta 

actividad, de acuerdo con l~s siguientes indicaciones: 

2.3.1. Lectura del frotis. 

Para la observáci6n microsc6pica se~ necesita. 

una mesa para el microscopio ·y el material necesario. 

' . ·', :,~- :~> ,•:..<:.'· ·'~·; 

gota de a~t?ii:~'·i: d'e")ofrim~f'.'S':i.6·n. 
,'.·~::.),,:"~ '. ,-_,'-;(••:. ·'. ·;--.-

Colocar una 

sobre la preparaci6n y~obs•rva~·lá •·1~~-~·~ii~~·¡;;~:tiri~(()bj~~ivoc ... 
de inmersi6n. 

' [;' ,·-::-.; ¡_·, ,-,.~ :~<~.· ~:.'>~- :-,:' -. -::_. 
·'(-.r: -

.. ,-- -·:-.·-~~3?:·_',:.·: 

Cada frotis debe examinarse totfiik·e·i{¡;e¡ a!ltes 

de reportar que no se encontraron BAÁR. 

Es suficiente encontrar tres 

en el frotis para considerlo positivo. 

- ~ '.: -~--' -
., 

-_- ... ·_-::_.:· 

o ~~·~;'. ;~~i:.~lps 
'.':.·:.-•-; 

El laboratorio solicita nueva mti.eiúra de 

expectoraci6n, cuando se encuentran uno o dos b¡cilos 

en todo el frotis. 
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2. 3. 2. Reporte de resultados. 

P~ra la p~eparaci6n del informe de los resulta-

dos se recomienda la siguiente escala semicuantitativa: 

Negativo: ( - ) (NSEBAAR). 
'--.·_' 

bacilos ácido alcohol resisten 

tes. en 100 ;'~a~'~6s. microscópicos observados. 

( + ). 

Muy escasos, menos de un BAAR por campo en 

100 campos observados. 

Positivo.: ( + + ) • 

Escasc:i::i,. uno. ci 10 BAAR por caml?.o ~~ so .,campos.· 

observados. 

Positivo: ( + + + ). 

Numerosos, se encuentran más de 10 ~AAR por 

campo, en 20 campos observados (18). 

- 79 -



3. Procedimiento del laboratorio para el aislamiento. 

HCl 2.0 N. 

Rojo de fenoL 

Procedimiento: 

a) Añadir el esputo en un tubo de - centrífuga 

con un volumen igual (aproximadamente 2.0 

ml) de NaOH al 4 %. 

b) Mezclar en "vortex" hasta la homogenización 

de la muestra. 

e) Incubar a 37°C por 15 ó 20 minutos, 

d) Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos. 

e) Decantar el sobrenadante en un frasco con 

desinfectante. 
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f) Neutralizar el sedimento con HCl 2.0 N, 

añadir al sedimento una gota del indicador 

ácido hasta que 

inocular y hacer 

El rojo de fcnol puede estar incorporado 

al ácido o al hidróxido de sodio. El 

proceso de neutralización debe ser muy 

cuidadoso de manera que el pH del produc

to a sembrar no sea menor que 6. 5 ni 

mayor de 7.2. 

En este procedimiento, la ~entrifugación 

es la etapa más 

(por la formación 

lo tanto se deben 

precauciones. 
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4. Siembra de la muestra: 

E~taé'~\a~~ debe realizarse con el mayor cuidado 
.i;¡·; 

para evi i:a'r. la'°confllsión 'de muestras. 

·De la ~isma manera que durante la deconÚiirtfoa-

ción debe trabajarse cerca del mechero. 

El número de tubos de medio de cultivo a sembrar 

por cada muestra varía de un laboratorio a otro, pero · 

es aconsejable utilizar dos tubos por muestra. 

El procedimiento para la siembra es el siguiente: 

Colocar sobre la mesa de trabajo dos gradi-

llas, una que contenga los tubos con las muestras ya 

neutralizadas. El número correlativo del laboratorio 

debe ser bien visible en cada tubo. 

En la segunda gradilla estarán los medios ·de 

cultivo necesarios. Si se siembran dos tubos por muestra, 

c.mbos deben tener el mismo número de la muestra que en 

ellos se va a sembrar. 

Es muy importante que el primer orificio de 

la izquierda de cada gradilla este vacío, con el objeto 

de que durante la siembra se coloque en él el tubo ya 

utilizado, de esta manera el orificio vacío se va despla-
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' zando hacia la derecha actuando como punto de separación 

entre 

pipeta Pasteur estéril ··aproximadamente l•O dejándolo 

escurrir sobre la superficie del medio sin tocarlo. 

No es aceptable la siembra directa vaciando de un tubo 

a otro, porque aumenta considerablemente la contaminación~ 

La pipeta Pasteur debe ser flameada después 

de sacarse del paquete; la boca de los tubos debe flamear-

se inmediatamente después de abiertos y antes de cerrar-

los. Los tubos con el medio de cultivo, mientras estén 

abiertos, deben mantenerse en posición oblicua. 

Una vez sembrados los tubos se colocan sobre 

una bandeja con fondo inclinado de manera que el líquido 

sembrado cubra toda la superficie del medio. Se lleva 

a la incubadora o estufa de cultivo con el tapón suficien-

temente flojo para que pueda producirse la evaporación 

de la parte líquida de la siembra. 

Después 'de 48 horas se revisan los tubos 

y si se ha evaporado todo el líquido, se ajusta bien 

la tapa de rosca o se coloca tapón de caucho a los que 
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estaban con algod6n. Es de mucha importancia que la evapo

ración del líquido .. sea completa antes.. de. ajustar el tapón, 
··;-t 

sobre la 

asegura la f:i.j¿¡c:i.é>·n ~~·;c·(i<>.s'.· .. ~~proorganismos 
superfide ·del ~~d{.3;.;•;Si i~~~,.~tÚtibs quedan con 

.,_ :.';;,;· ~.~·,.:.:;.·;_ -'." ,.,, . : '~ .. ~': 

pues ello 

f'.é>~'~ í/~<:·ii'ér~":''h~c:i.a •'el arrastrará fondo al líquido, este 

hacer .. su•. ·:l>:~·jJi~1kf~rii~1f~.:.(lcfélniis · el · exceso 
·,,_. . ... , ; :~':.·.,;·:, •; .. .. "/ -

, • """',., • , .., • , • .;~a;~1rt~,•~,,1;.~,~fici~1~,. 
· .. / ~_;~> ' 

Posteriormente Los i'tibo~. pued~.ri'.+Ser mantenidos 

moverlos para 

de 1 pe río fo. de cibservá'c:~f6'Il~t~~:e-:n· posié.i 6n 
~-~.'.<' :··· - --.,,,·, ' ·-:-.-

es lo más práctic.o •;'s.ü.~I\1<:>/~e; disp.one 
:- ~:~: ~-- .. ~~~:¡ • • . o=--:·-

hasta el mínimo 

horizontal. Esto 

d e una amplia· cámara d.e. cultiy,o; .'esi~'tr,e~~·fiíendable para 

este objeto usar cajas de.·•· frin'd() i,n~~~j_~~do/, .·si sb~o· se 

dispone de una pequeña .eshif~: :~~i-~~diif:W~~§:.iupu~ci~.' ser>•~•más• 
. ~~"_:·-./ .. (~:~;A/f~:·i~~:,~ "-~-~:"}·:~; : ... ,_:,·:>':-~_ .. : .-;,..:::.: .. ~ ~.9 ·.- ;. ·~· .... 

posici6n vertical deh'lci5'7?t:tibÓs\pues,,~{~riaFc:a · 
, . __ .. ·: .. ,,. ,:,,.'. .. ~;:~:'-:}~ :_, ::~.:~ L_-.: .. :. ... _:;,-:-, ."--:-~;·_¡, ,, .. -. 

ocupar menos espacio.. · '· ;:::' · ;: .:~j~· 

La incubación de los tubosse~~r:·~~s ;dé:e,,··~~~er-

la Útil 

.-.-- --
se a una temperatura que como máximó ~váríi;!" entre ·ss y 

37°C, para ello es necesario controlar periódicamente 

la cámara o estufa (18). 
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APENDICE "B" 

Pruebas bioquímicas utilizadas en la identificación de 

las micobacierias. 

l. Niacina. 

mm. 

ción al 

ción y 

al 10 % 

(si hay 

Material:> 

dé ·16 por 125 

' ' 

Agu'~·· ilesctilada' '?é . soluAif~.n s~.1i.~él'?estéHi) solu-

4 '% c1~·-• ailiiina: en·etan6L;);~¡.ri~.~ci:i~·~~}~k r~frigera
frasco. ámb~r, ~()i:cii'~·l~/ :;;;·J~h;;: .. · .. ~·~. ci.anógeno 

::e:\. 

agua des ti lada''·. )~~11g·~~¡xi/;en' "~efrige ración 

hasta disolverlo). 

Procedimiento:. 

En un tubo de cultivo con desarrollo mínimo 

de 4 semanas, se añade 1. O ml de solución salina o agua 
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destilada estériles, después de la extracción se deja 

reposar por .15 minutos. Tomar 0.5 ml de fluido y trasfe-

rirlo 

ción 

a otro'~ub~;:,'."~:~¡~{e-r(d_~;,o:s 'fil de anilina (la ~olu
no debe ser eC>1Cirida); posteriormente añadi~ .'o ;s 

ml de bromuro de ·e~~~¿~~~()~ produciéndose un color ainari-

llo, que generalmente aparece de inmediato (8, 12, 37, 

38). 

2. Ca talasa. 

Material: 

Se requieren pipetas ca~ilar~s s.o 
ml, tubos con tapón de· rosca d~ 16'-' por. a 

,· .·:e:':"·"'.\,• 

temperatura_ constante y asa' de cúltl~~~-' 

Reactivos: 

Solución al 30 % de peróxido de hidrógeno almacenada 

en refrigeración; solución al 10 % de Tween 80* esteriliz~ 

da en autoclave por 10 minutos. El sustrato se prepara 

mezclando volúmenes iguales de Tween 80* y peróxido de 

hidrógeno. Se utiliza también solución amortiguadora 

* Marca registrada. 
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de fosfatos 1/15 M a pH de 7.0. 

Procedimiento: 

Eri; la prueba a temperatura ambiente, se añaden 

una o dos. gotas ·de 'la 'mezcla o ·sustr~to al<médio de clllti'-

vo hay desarrolló\ b~tteriario. O.bserv·ar 

la formación'.de burbujas,· en •un'''.aiá~imo''de 5: miriútos - (6, 

8, 

3. 

Material: 

Tubos de 18-por 60mm con tap6n de rosca. 

Reactivos: 

'· 
Para la elaboración de sustrato se . incorpora 

1 ml de glicerol y 65 mg de la sal disulfato trisódico 

de fenoftaleína, esterilizada por filtración, en 100 

ml de base de agar oleico de Dubos fundido, esterilizado 

en autoclave. Colocar 2 ml de sustrato en tubos con 

tapón de rosca. Se requiere también de solución de carba-

nato de sodio 1 M. 
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Procedimiento: 

Inocular< ti~a gota _de la sus-pensión bacilar 

en los tubos C:dri·b~se' de agar oleico de Dubo_s, Jncubando 
_•J'-'. . . ., 

a 37°C portr~s>dí!is, y por dos semanas para las micobact~ 

rías de ~recimiento · lento, afiadir 1.0 ml de solu~ión 

de carbonato de- sodio y observar una colorac-ión rosa 

de la fenoftaleína libre. Se reporta en:.- ·cruces de 1 
.. , :,:: 

a 5 de acuerdo a estándares ~oiü'ción preparado_s ··-con·ú~X 
.-,:-:.-\' 

base de f éri~-f-t:a"1eÍ.na · ~á-1_~ o;.1. ~_%_:~~·-en:, ~a--g-ua· .-; d-'.~~~~~€i~l~;d~~-~~ _-c9·:,-.-~. 1_3, 

18). 

Material: 

Lo_s cultivos para realizar esta prueba deben 

ser de no más de 3 a 4 semana para los de desarrollo 

lento y 2 a 4 semanas para los de desarr6llo rápido. 

Tubos con tapón de rosca de 16 por 125 m_m y 

baño a temperatura constante. 

Reactivos: 

Acido clorhídrico concentrado diluido 1: 2' 
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soluci6n al 2 % de NaN0 3 0.01 M en amortiguador de fosfa-

tos Las soluciones 

se mant 

de agua destilada estéril 

en un de rosca, añadiendo una asada :del 

desarrollo}y 2 .O ml de NaN0 3 • Agitar la mezcla e incub.ar 
---<--,_~.--

en un baño- a -.37°C por dos hor·as. Se añaden, 1 gota de 

HCl, 2 gotas de N-naftilendiamida y 2 gotas de sulfanilam! 

da. Examinar inmediatamente el desarrollo de un· -color-: 

roj.o a rosa. 

zinc 

5. Hidr6 

Matedal': 

Tubos de 16 por 125 mm con tap6n de rosca. 

* Marca registrada! 
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Reactivos: 

Paré el sustrato se combinan 100 ml de amortigu~ 

dor de fosfatos, ·o.s ml de Tween 80* y 2.0 ml de solucióm 

acuosa al 1- % _de. rojo neutro. Colocar 2.0 ml de sustrato 

en los túbÓs< y :.esterilizar en autoclave duran te 10 minu-
- :· .• 

tos, después de .esterilizar, el líquido tiene un color 

ámbar, por'nomás·d~;dÓs semanas. 
'_.(. ' ~' 

,, .~.,~,H-J~~:--:- = 

Suspender en° e1 tubo con sustrato. una _8.sada 

del desarrollo bacteriano e incubar a 37°C, El :desarr.ollo 

de un color rosa indica un resultado pos:itivo·, 'lo.s tubos 

se leen a las 24 horas, 5 y 10 días; es impo·rtante· no 

agitar los tubos cuando se realizan las lecturas (6, 

8, 12, 18). 

6. Reducción del telurito: 

Material: 

Tubos de 20 por 50 mm con tapón de rosca. 

* Marca registrada. 
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Los cultivos de aproximadamente 7 días, se 

emulsionan en 5.0 ml de medio de Middlebrook 7H9 contenido 

en los tubos, estedesarrollo debe ser turbio. 

colocar 

por 10 

de soluci6n de telurito a los 

de Middlebr.ook 7H9 e <incubar 

a 37°c por 7 días, examinando Íos. tubos 

cada día. Un precipitado .negro 'indica uif~·pr°ti~b~ !>?sití'va 
·: 

( 6' 18). 

,, 

- 91 -



A p E N D I e E " e " 

Tablas empleadas en el Análisis Estadístico:_ 

I. Tablas ~e;loi rcisultados 6bteni~os del t~•bajo reali~ 
zado con. ce~;~~ ~ur~s aj. 

II. 

- 92 -



TABLA # l. CEPA ESTUDIADA POR TIEMPO DE CRECIMIENTO. 

CEPA TIEMPO DE CRECIMIENTO ( DIAS ) 

ESTUDIADA o 1 2 3 4 7 10 15 21 22 28 # .% 

.!:i· xenopi o 9 o o o o o o o o o 9 

.!:i· marinum 8 o o o o o o 1 o o o 

,tl. phlei o o o 

,tl. avium 2 o .o 9 

.!:i· tuberculosis 8 o O. 

.tf. nonchromogenicum 2 o o 9 11. l 

,tl. smegmatis o 9 o 9 11. l 

.!:i· micro ti 2 o º· 9 11.1 

.tl. kansasii o 1 9 11. l 

# 23 18• 1 7 9 1 3 8 3 2 6 81 100 

% 28 22 l 9 11 1 4 10 4 2.5 7 

l'' 

x2 ~ 269.99534 
Grados de libertad = 80 

Significancia (<><.) º·ºººº 
'° w 



.tl. 

k!· 

.tl. 

k!· 

.tl. 

.t!_. 

.tl. 

tl· 

.tl. 

TABLA # 2. CEPA ESTUDIADA POR TIPO DE CRECIMIENTO . 

CEPA 

ESTUDIADA 

xenopi 

marinum 

phlei 

~ 

tuberculosis 

nonchromogenicum 

smegmatis 

microti 

kansasii 

. TIRO :pJ:: CRECIMIENTO 

CONTAMINADO' :NÓ·CRECIO CRECIO 

o o .9 

1 1 7 

o 8 1 

o 2 7 

o o 9 

o o 9 

o 1 8 

.. ,, .... ·. c'i .. 

21 58 

% 2.5 25.9 71.6 

x2 = 56.61 

Grados de libertad "' 16 

Signif icancia (o<) 0.0000 
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# 

9 

9 

9 

·. 9 

9 

9 

9 

9 

81 

% 

; 11.1 

.. 11. l 

.1 I. l 

11. l 

·• 1r.1 

11. l 

11. l 

11.1 

11. l 

100 



11· 
11. 

!1· 

!:! • 

11 • 

11-

lf.. 

.tl. 

.tl. 

TABLA 11 3. 

CEPA 

ESTUDIADA 

xenopi 

marinum 

phlei 

ili..!l!I! 

tuberculosis 

nonchromogenicum 

smegmatis 

rnicroti 

kansasii 

* 

~ ESTUDIADA POR 2..[. 
' 

,PQRCiNT~JE DE .. CRECIMIENTO A 

75 

100 

625 

75 

625 

NEUTRO* 

100 

100 

900 

pH 

# 

300 

100 

300 

.275 

·100 

250 

300 

250 

275 

2150 

El pH denominado neutro, corresponde 

al del medio de Lowestein Jensen. 

x2 "' 10.94 e 

x2 .. 26.92 
t 

Grados de libertad ~ 16 
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TABLA # 4. CRECIMIENTO DE LAS CEPAS POR ESTADO DE 

AGREGACION 11]1 MEDIO DE CULTIVO 

CEPA ESTUDIADA PORCENTAJE DE CRECIMIENTO 

SOLIDO 
•' 

l:!.- xenopi 100 100 

l:!.·. marinum 20 o 

tl· phlei 100 100 

.tl. ~ 80 100 

_tl. tuberculosis 20 o 

.tl. nonchromogenicum 60 100 

.!:!.- smegmatis 100 100 

.tl. micro ti 80 75 

Ji_,_ kansasii 80 100 

# 640 675 

% 4·9 51 

x2 "' 8.1 

Grados de libertad = 8 

Significancia ( CI(.) .. 0.0174 
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# 

200 

20 

200 

180 

20 

160 

200 

155 

180 

100 



TABLA U 5. MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR 

TIPO DE CRECIMIENTO 

TIPO DE CRECIMIENTO MEDIO DE 

CULTIVO NO CRECIO CRECIO # 

ESPARRAGOS 

NATURALES 

VERDES 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES 

Ann o•Brien 

LOWESTEIN 

JENSEN. 

# 

% 

1 

1 

o 

2 

2.5 

8 

13 

o 

21 

25.9 

27 . 

22 

9 

58 

71.6 

x
2 

"' s.8392 

Grados de libertad 4 

Significancia (oC.) 0.2115 
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36 

44~4 % 

36 

44.4 % 

9 

11.l % 

81 

100 



TABLA # 6. MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR Jili. 

MEDIO DE 

CULTIVO 

ESPARRAGOS 

NATURALES 

VERDES 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES 

Ann O'Brien 

LOWE'STEIN 

JENSEN 

lf 

% 

. 7 ·º·. 

18 

18 

o 

36 

44.4 

pH 

7.2 

18 

18 

o 

36 

44.4 

% 

·o 36 44.4 

o 36 44.4 

9 9. U.l 

- " --·-
- - - - - - -

9 81 100 

11.1 100 

* El pH denominado neutro, corresponde al 

del medio de Lowestein Jensen. 

x2 = 81.00 

Grados de libertad = 4 

Significancia (OC.) • 0.0000 
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TABLA H 7. ESTADO DE AGREGACION DEL MEDIO DE 

ESTADO DE 

AGREGACION 

SOLIDO 

LIQUIDO 

7.0 

18 

18 

11 36 

% 44.4 

CULTIVO POR l!.[ 

pH 

7 .2 .. 

18 

18 

36. 

44.4 

NEUTRO* 

9· 

9 

11.1 

H, % 

36 44.4 

45 

* El pH denominado neutro, corresponde al 

del medio de Lowestein Jensen, 

x2 
= 8 .1 

Grados de libertad 2 

Significancia (OC.) z 0,0174 
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TABLA # 8. TIEMPO DE CRECIMIENTO EN DIAS POR 

TIEMPO DE 

CRECIMIENTO 

(DIAS) 

o 

l 

2 

3 

4 

7 

10 

15 

21 

22 

28 

TIPO DE DESARROLLO 

TIPO DE DESARROLLO 

CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO. 

2 21 
- -- - ~-', 

# 

% 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

o 

2 

2.5 

o 

o 

o 

o 

o 

o 
: cQ-

o 

o 

o 

21 

25.9 

x2 = ai.oo 

Grados de libertad : 20 

7 

9 

1 

3 

8 

3 

2 

6 

58 

71.6 

Significancia (OC) 0.0000 

- 100 -

7 

9 

1 

3 

8 

3 

2 

6 

81 

100 

# % 

' ~::22 ~ 2 

1.2 

8.6 

11.l 

1.2 

3.7 

9.9 

3.7 

2.5 

7.4 



1 """ " 

r 

•; .J L l'I'IO 

~ü 'd LJ :· .;¡¡; 

J i:;:;~r;;¡ 

._:u:~!.:;~<_; l ,\ L é:'.3 

1..:.il'A !L\::03 

1 

lío. 

TA!1LA # l. ~ E3'[U?BOO l:Q.E. 

TH:ViPO DE: c!l~:11;rr;:;ro ( !llAS) 

o 1 2 3 4 5 7 1') 11 12 14 19 2) 21 22 23 27 2fl 33 41 42 68 

'J7 o o o o o o 2 l o 6 n 1 4 2'J 13 7 5 l 10 1 3 2 1 1 2 2 

41 1 o ?.?. 8 o l o o 2 o o o o o 
() o o o o o o t) o o o o o o o o o 

20010010000 o o o o o 
() o o o o o o o o o o o o o o o o 

() o o o o o o o o o o o o o o o o 
~~ o o 8 o 1 o o o o o o o o o 

5'I o o 4 14 o o o l 1 o o o o o 
o o o o o o o o o o o o o o o o o 

245 1 l 34 '?2 2 1 2 2 3 6 13 1 4 29 13 3 7 5 5 4 1 10 l 3 2 1 l 2 3 2 

56,7 0.;! 0,2 7,9 5.1 0,5 0,2 0.5 0.5 0.7 1.4 '.),O 0,2 •).9 6,7 ),O 0,7 1.6 1.2 1.2 U •. 9 0,2 2.3 0.7 0.2 0.7 0,5 D.2 0.2 0.5 0,7 0.5 

x2 • 318.3439 

l:1.ltiO!i tli: }jlJl•ítHtJ ""124 

217 

75 

l 7.4 ?• 

22 

61 

11)() 

'.'-. 1 ~ ll l 1 i C /UH.'. j IJ (OC,) º·ºººº Pá¡¡. l IJI 



TABLA # 2. MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR 

TIPO DE CRECIMIENTO 

MEDIO DE TIPO DE CRECIMIENTO 

CULTIVO CONTAMINADO NO CRECIO CRECIÓ 

LOWESTEIN # 27 71 119 217 

JENSEN % 1.2 .4 32.7 · 54~'8 so. 2 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES .# 4 37 34 . 75 

Ann O'Brien % 5.3 . 49.3 ... 45 .3 17.4 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES # 1 19 .. 2 22 

Del Monte % 4.5 86.4 9.1 5.1 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES # 8 42 11 61 

Poma Rosa % 13.1 68.9 18.0 14.1 

ESPARRAGOS # 5 32 . 20 57 

NATURALES % 8.5 56.1 3.5 .1 13.1 

• 
# 45 201 186 432 

% 10.4 46.5 43.1 100 

xz = 50.90147 

Grados de libertad 8 

Signif icancia (ex: ) 
= º·ºººº 

102 -



TABLA #3. MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR BACILOSCOPIA 

MEDIO DE 
CULTIVO 

LOWESTEIN 
JENSEN 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Ann O'Brien 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Del Monte 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Poma Rosa 

ESPARRAGOS 
NATURALES 

# 

% 

# 
% 

# 
% 

# 
% 

# 
.% 

# 
% 

BACILOSCOPIA 
ESCASOS 

NEGATIVO 

69 

31.8 

22 

29.3 

5 

22.7 

21 

34. 4. 

19 

33.3 

136 

31.5 

BACILOS 

65 

30 

21 

28 

6 

27.3 

19 

31.1 

17 

28.9 

128 

29.6 

83 

. 38 .2 

32 

42 ~7 .. 

11 

50 

21 

34.4 

21 

36.8 

168 

39.8 

x2 = 2.41111 

Grados de libertad = 8 
Significancia (o<..) = 0.9655 
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. 217 

·50.2 

75 
17.4 

22 

5.1 

61 

14.1 

61 

13.2 

432 

100. 



TIPO 
DE 

CRECIMIENTO 

CONTAMINADO 

NO CRECIO 

Cl<EC !O 

i 

, 

TABLA # 4. TIEMPO DE CRECIMIENTO EN DIAS POR TIPO DE CRECIMIENTO 

o 1 2 3. 4 

45 .o . 
f ·:·:·~··,:<-

199. '0 ó·::o:•o' 
-~ - = ,,~)-='~:~:·'. -:·: 

5 

2 

2 1 . 3 6 13 1 4 29 

22 23 26 27 28 

o o o o 

o o o o 

5 4 10 

5 4 10 

% 56.7 0.2 0.2 7.9 5.1 o.5 0.2 0.5 0.5 0.7 1.4 3.0 0.2 0.9 6.7 3.0 0.7 1.6 1.2 1.2 0.9 0.2 2 
=-- ¡-=_ 



CONTlNUAClON DE LA TABLA # 4. 

,_. 
o 
lJ1 

TIPO 

DE 

CRECIMIENTO 

CONTÁMINADO 

NO CR.ECIO 

CRECIO 

TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS) 

libertad 

,Significancia { oC) 



TABLA lf 5. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR BACILOSCOPIA 

TIEMPO DE BACILOSCOPIA 

CRECIMIENTO (DIAS) NEGATIVA ESCASOS ABUNDANTES 

o 115 64 66 

1 .O - o' L 1 

2 o 1 o 
3 g• 

4 4 '15 

5 -•-L- o 
7 1- o 

10 o o 2 

11 1 -o 1 

12 o i 
14 o 2 

15 o 4 9 13 

16 o -o 1 1 
-. 

17 l 2 4 

18 2 5' 29 

19 1 8 13 

20 o 2 1 3 

21 - o 4- ---·- '3 '.".-• 7- - . 

22 2 3 o 5 

23 o 1- 4 5 

26 o 3 1 4 

27 1 l 1 3 
28 o 4 6 10 

30 o o 3 3· 

32 1 o o l 

33 o- l 2 3 
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CONTINUACIÓN DE LA TABLA # S. 

TIEMPO DE 
CRECIMIENTO (DIAS) 

38 

41 

·42 

43 
60 

68 

% 

BACILOSCOPIA 
NEGATIVA 

o 
o 
o 
o 

ESCASOS 

1 

1 

ABUNDANTES 

x2 135 ~87s33 
Grados de libertad ~· 62 

Significancia (O<:.) =0.0000 
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• 

2 

l 

.Í 

100 



TABLA f 6. TIPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO POR 

MEDIO DE CULTIVO 

TIPO DE 
CRECIMIENTO 

CONTAMilfADO 

NO CRECIO 

CRECIO 

· BACILOSCOPIA · 
NEGATIVA ESCASOS Y ABUNDANTES 

# 
% 

# 

% 

15 

33.3 

99. 

49 .3 .. -

# _. 22 .. 

13 
. - . 28 ~9 

%- ·· c.·l.{.s. _;,__: __ ;pg4,[{. 
_·,_, __ ·_~-~:-::,-- ¡' ' '~~-·:?_-,'.(·:·: - " 

# 

% 

_;. -_, 

136 

31.5 

·12s 
29.6 

. 17 ·-

37.8 

-•- 51 

25.4 

·100 

53.8 

168 

38.9 

x2 = 65.74578 

Grados de libertad 4 

Significancia (o<..) = 0.0000 
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45 

i0.4 

. 201 

46.S 

186 

43.l 

432 

100 



TA;'LA 7. 1:t:U!O !::3'fUDIAliO POR rL:·:PO DE CílE.:r::I~!:ro CO!if:IJLADO PQ,¡ i'IPO DE CRiXIr!I~!<TO (CffüCIO) 

;:;;uro J~ 

.:;~:L1.'I'.'O o l 2 3 4 5 7 10 11 

i.;JPtd!l\COS 

1;0. :;,;· :•;I.;L:0:5 

1000000 

A1.i1 O'!lrien O 1 O 22 8 O 1 

Uol ,.011.t!J 

;;_;l1Altlt:.·~O~ 

cu:'L~.i ;r:.Lt:S 
l'Otí1a ílOSB 

ll,\'1'UIUJ.!:::J 

0010000 

0006010 

o o o ' 4 14 o o 

H t l l 34 22 2 l 

2 l 

o o 

o o 

o o 

o l 

2 2 

Tll::PO DE: 

12 14 15 16 1118 19 20 21 22 23 26 27 28 30 32 33 38 41 42 43 60 68 

o G 13 l 4 2íl 13 1 7 '3 5 4 10 3 l 3 l l . l 2 3 2 

2 o o O O O O O O· O O O O O O O O O O O O O O 

o o o o o o o o o ' o o o o o o o o o o o o o o 

o o o o o o o o o o o o o o o o oºº o o o o 

l o o 
- . -~-~.--~'·-(--.:._:-=-.=-

·.o o .. ·:O <º o .. :o .Óé o ··o· o o o o o o o o o o o 
6 13 

~ .5 .5 .5 ie.;, 11.8 l.l ,5 l.l 1.1 1,6 3.2 7 
~ f:_ • 407.5115\ 

Gr1tdoo de li':ertad-:: 124 

Slgnlfic·,uci"< (<><.) : 0.00~'.) 

Pág. 109 

119 

64.o '/. 

34 

18,) 1' 

2 

20 

l'J.tl % 

106 

lü'l % 



TABLA # 8. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA NEGATIVA 

TIPO.DE CRECIMIENTO TIEMPO DE 
CRECIMIENTO 

(DIAS) 

NO CRECIO CRECIO 

o 
3 

4 

5 

11 

17 

18 

19 

22 

.. ·.• .. ii~·-· 
a··· 

. -··o· 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

27 o 
32 o 

# 15 

% 11 

99 

o 
o 
o 
o 
o 

72.8 

x2 = 128 .68933. 

Grados de li~ertad 20 

Signif icancia (o<:.) 0.0000 
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1 

8 

3 

1 

1 

1 

2 

16.2 

# % 

115 84.6 
. 8••' 5.9 

3 2:2 
{···· 0.1· 

1 .·.' o. 7 
-- . - _,_~-:: ' 

L. 0.7. 

2 · .. L5 

100 

0.7 

1.5 



TABLA # 9. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ESCASOS BACILOS) 

TIEMPO DE TIPO DE CRECIMIENTO 
CRECIMIENTO 

(DIAS) CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO # % 

o 13 Sl o 64 so 
2 o o 1 1 o.a 
3 o o 9 9 7,0 

4 o .O 4 4 3.1 
s o o 1 1 o.a 
7 o o 1 1 o.a 

12 o 1 1 o.a 
14 o .. <2 2 1.6 
lS o 4 4 3.2 
17 o 2 2 l. 6 
18 o 5 5 3.9 
20 o 2 2 1.6 
21 o 4 4 3.2 
22 o o 3 3 2.3 
23 o o 1 1 0.8 
26 o 3 3 2.3 
2a o 4 4 3.2 
33 o o 1 1 o.a 
38 o o 1 1 0.8 
41 o ·a 1 1 0.8 
42 o O· 1 1 0.8 
43 o o 2 2 1.6 
60 o o 2 2· 1.6 
68 o o 1 ·1 0.8 

# 13 Sl 64 128 
% 10.2 39.8 so 100 
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x 2 = 128.oo 

Grados de.libertad= 48 

Significancia (ex.) = O ,0000 
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TABLA #10. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CQNTROLADO POR BACILOSCOPIA (ABUNDANTES BACILOS) 

TIEMPO DE TIPO DE CRECIMIENTO 

CRECIMIENTO 
(DIAS) CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO % 

o 
1 
3 
4 

10 
11 
12 
14 
15 
16 
17 
18. 
19 
20 
21 
23 
26 
28 
30 
33 
38 
60 
68 

17 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
º· o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 
o 

17 

10.l 

- - 51.~ 

30.4 .· 

o 
1-

17 
15 .. ' 
_.'2 ,'.':--,.' tt.. 

l·•·· .. 
·•.t .•. ~:! 

- :9t'< 

39,3 
. '.0~6 

.i é.:>•' ·:1, 3TR'~'. o .6 
, ·~-?~" "' - . 

. ·;'·:.i¡~~.- .. :·ªt l~:z 
. · .. }1 ;·-~·.>· - 1 o .6 

- 3 3 1.8 
4•_-··· 4 2.4 
1 l 0.6 
6 6 3.6 

>3 3 1.8 
, >2. 2 l. 2 

·· LO· 1 0. 6 

··· r i g:~ 
--ioo e - ·r6a 

59.5 100 

x2 

Grados de libertad 

Significancia (oc.) 

164.94895 

44 

0.0000 
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TABLA # 11, MEDIO ESTUDIADO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA NEGATIVA 

MEDIO DE TIPO DE CRECIMIENTO 
CULTIVO CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO · 

LOWESTEIN # 8 51 10 
JENSEN % 11.6 73.9 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES # 3 15 4 

Ann O'Brien % 13.6 68.2 18 .• 2 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES # o 4 1 

Del Monte % o 80 20 

ESPARRAGOS 
COMERC Ú LES # 2 17 2 

Poma Rosa % 9.5 81 9.5 

ESPARRAGOS # 2 12 5 
NATURALES % 10.5 63.2 26~ 

11 15 99 22 
% 11 72.8 16.2 

x2 .. 3.30 356 

Grados de libertad "' 8 
Significancia (o<.) "' 0.9139 
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69 

···22 
16.2 

5 

3.7 

21 

l:S.4 

136 

100 



TABLA # 12. MEDIO ESTUDIADO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ESCASOS BACILOS) 

MEDIO DE 
CULTIVO 

LOWESTEIN 

JENSEN 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Del Monte 

ESPARRAGOS 
COMERIALES 
Ann O'Brien 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Ann O'brien 

ESPARRAGOS 
NATURALES 

# 

% 

# 

% 

lf 

% 

# 

% 

# 
% 

# 

% 

TIPO DE CRECIMIENTO 
CONTAMINADO 

8 

12.3 

o 
o 

1 

4.8 

2 

10.S 

2 

11.8 

13 

10.2 

NO CRECIO 

11 

16.9 

5 

83.3 

13 

61.9 

11 

57.9 

11 

64.7 

51 

39.8 

x2 ... 31.5076 

Grados de libertad • 8 

Significancia (OC.) 0.0001 
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CRECIO 

46 

70.8 

1 

16.7 

7 

33.3 

6 

31.6 

4 

23.S 

64 

so 

65 

50.8 

6 

4.7 

21 

16.4 

19 

14.8 

17 

13.3 

128 

100 



TABLA # 13. MEDIO ESTUDIADO POR TIPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ABUNDANTES BACILOS) 

MEDIO DE TIPO DE CRECIMIENTO 

CULTIVO CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO 

LOWESTEIN ¡¡ 11 9 63 

JENSEN % 13.3 10.8 49.4 

ESPARRAGOS 
,:.:.':',_·. -: 

COMERCIALES # o 9 
• :- •. - -- ' - e -- •. ·~~~-

Ann O'Brien % o 28.1 .... 11~9 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES # 1 10 o 11 

Del Monte % 9.1 90.9 o 6.5 

ESPARR.t\GOS 

COMERIALES # 4 14 3 . 21 

Poma Rosa % 19 66.7 14.3 12.5 

ESPARRAGOS # 1 9 11 21 

NATURALES % 4.8 42.9 52.4 12.5 

11 17 51 100 168 

% 10.1 30.4 59.5 100 

x2 58.76457 

Grados de libertad 8 

Significancia (ex.) 0.0000 
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TABLA # 14. MEDIO ESTUDIADO POR TIEMPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSOPIA NEGATIVA 

MEDIO DE TIEMPO .DE CRECIMIENTO (DIAS) 

CULTIVO o 3 4 5 11 17 18 19. 22 27 32 # % 

LOWESTEIN 
JENSEN 60 o o o l ; 1 2 1 2 .1 1 . 69 51 

ESPARRAGOS 

COMERCIALES 
: 

Ann O'Brien 18 3 l. o o o o o o o o 22 16 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Del Monte 4 o o 1 o o o o o o o 5 4 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Poma Rosa 19 2 o b o o o o o o o 21 15 

ESPARRAGOS 
.. 

NATURALES 14 3 2 o -- ·.0----- -0~-é o ~:..-o.-~;:~o~~; 'º ,_-__ . .::_,_·º ·-~ --19 -14 -_·-.. 
c. ; ::; ... ~. 

~- ~· -- ... ·-

';}···~-:-·-/ ·--/~,~-~-~ '- '" 

# 115 8 3 1 1 1 'c2.-' 1 º' :2· :i> :_ 1 '136 
% 85 6 2 0.7 0~1 0.7 i ~5 o .. 7 ·1~s'0~7 -b.f 100 

x2 .. 54.22029 

Grados de libertad = 40 

Significancia (oc.) = 0.0661 
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TABLA # 15. MEDIO ESTUDIADO POR TIEMPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (BACILOS ESCASOS) 

MEDIO DE TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS) .·· 

CULTIVO o 2 3 4 5 7 12 .19 

l.:? 

LOWESTEIN 
JENSEN 19 o. O, o ... o' o o .2. 4 5 8 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Ann O'Brien 14 o 4 1 (j 1 1 o ·o o o 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Del Monte 5 1 o ·o o o o o o o o 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Poma Rosa 13 o 4 o 1 o o . o o o o 

ESPARRAGOS 
NATURALES 13 o 1 3 o o o o o o o 

# 64 1 9 4 1 1 1 2 4 2 8 

% 50 0.8 7.0 3.1 0.80.8 0.8 1.6 3.1 1.6 6.3 
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CONTINUACION DE LA TABLA # 15 

TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS) 

20 21 22 .26 28 33 18 41 

1 4 3 1 3 4 1 1 l .:.1:. 65 

.50.8% 

o o o· o o o o o o o o o 

o o o o o o o o o o o o o 6 

. 4.7% 

1 o o o o o o o o o o o o . 19 
.. 
14.8% 

o o o o o o o ó o o 

~ 

2 4 3 1 3 4 1 1 1 1 2 ~2 1 128 

1.6 3.1 2.3 0.8 2.3 3.1 0.8 0.8 0.8 0.8 1.6 1~6.0.8 100 

x2 
e 123.1227 

Grados de libertad 96 

Significancia (o<.) z 0.0325 
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TABLA # 16. MEDIO ESTUDIADO POR TIEMPO DE CRECIMIENTO 

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (BACILOS ABUNDANTES) 

MEDIO DE TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS) 
CULTIVO o 1 3 4 10 11 12 14 15 16 l. 7 18 

LOWESTEIN 
JENSEN 18 o o o 2 o o 26 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Ann O'Brien 9 1 15 6 o o 1 o .Q o o o 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Del Monte 11 o o o o o o o o o o o 

ESPARRAGOS 
COMERCIALES 
Poma Rosa 18 o 2 o o o o o o o o o 

ESPARRAGOS 
NATURALES 10 o o 9 .Q 1 1 o o o o o 

¡¡ 66 1 17 15 2 1 '2'' 4 9 l ~ l 26 
% 39.3,0.6 108.9 1.2 0.6 1.2 2:4 5.4 0.6 0.615.5 
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CONTINUACION DE <LA TABLA # 16 
-'···,1_.";' ·-· '• 

3 23 68 

3 4 1 
6 . : : ::_J::'::: .·.·· . 2 

1 1 1 83 

49.4% 

o o o o o o o o o 32 

19.0% 

o o o o o o o o o 11 

12.5% 

1 o o o o o o o o 21 

o o 

4 

2.4 
4 ~~x ~---i~§:..~.:'..c ___ 3 2.-~ 

2 • 4 o . 6: 3\ 6' l. 8 - l. 2 

' 2' -x =214.38251 

__ L_ __ :.:L.·-~--- -1~- ,;_168-

0~6 o.6 o.6 lOO 

Grados de libertad z 88 

Significancia (OC:.) = 0.0000 
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