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INTRODUCCTION




La prueba definitiva de una infeccibén tuberculosa so

lo se tiene por la demostracién de M. tuberculosis en las --

muestras de los productos patoldgicos del paciente sospecho-

SO.2

En extensos estudios de deteccién de casos nuevos, -
hay pacientes que eliminan pocos microorganismos en el espu-
to. Ademds, en casos antiguos en tratamiento, es a menudo -
dificil aislar microorganismos aunque se trate de casos acti
vos. Frecuentemente se presentan pacientes con una enferme-
dad activa extensa y sin embargo el nimero de Mycobacteria -
visibles en el examen directo de esputo, es muy escaso, por-
lo que se hace necesario someter a las muestras a un proceso

< g 5
de concentrac10n.4'

Existe una variedad de métodos de concentracidén para
el M, tuberculosis, pero el mas usado es el método de homoge

2 . 2 6
neizacidén con sosa propuesto por Petroff.

Se analiza aqui un método propuesto por el Dr. A. Ca
pella para la concentracidén de Mycobacterium en esputo. ---

Nuestro propdsito fue investigar que tan eficiente es este -



método comparado con la técnica directa, el método tradicio-
nal de Petroff y el método que usa un volumen de alcohol por
6 de homogenizado. La metodologia seguida y los resultados-

obtenidos constituyen el presente trabajo de tesis.



GENERALIDADES




a) RECIENTES AVANCES SOBRE LA BACILOSCOPIA

1. Fluorescencia

La auramina y la rodamina se usan para tefiir mycobac

teria; especialmente M, tuberculosis y 10s grupos I, II y --

III de las mycobacteria atipicas. El1 fluorocromo es reteni-
do por ios microorganismos dcido-alcohol resistentes y con -
la excitacién del fluorocromo por la luz de una adecuada lon
gitud de onda los microorganismos fluorescen, lo cual puede-
ser detectado con un microscopio de campo obscuro O campo lu
minoso. La luz de fondo es absorbida por un sistema de fil-
tros que dejan pasar s6lo la luz producida por la fluorescen
cia. Recientemente ha habido un renovado interés en el uso-
del microscopio de fluorescencia para la observacion de los-

organismos acido-alcohol resistentes.!3

11

Koch y Kote nos presentan un reporte en apoyo a la

tesis de que la microscopia fluorescente es muy superior a -
la tincién rutinaria de Ziehl-Neelsen para demostrar los ba-
cilos dcido-alcohol resistentes (BAAR), en concentrados de -
esputo y secciones de tejido. Con el uso del método fluores

cente los resultados positivos fueron aumentados en un 43% -



en 427 concentrados de esputos y en un 74% en 136 secciones-

de tejidos.

Silver et al,12 dicen que la técnica de tincién por-
fluorescencia es tan fadcil y rdpida como la de Ziehl-Neelsen
y que es mas efectiva para demostrar los microorganismos dci
do-alcohol resistentes. Estos autores han hecho modificacio
nes al método que consisten basicamente en emplear en la tin
cién una combinacién de colorantes de auramina y rodamina y-
permanganato de potasio como colorante de contraste, después
de que el material es decolorado con alcohol-dcido. Los —---

Bﬁpﬁ no se decoloran después de la tincién.

Cuando se usa auramina o rodamina, la luz ultraviole

ta no es absolutamente necesaria puesto que pueden ser exci-
. «

tados por luz de mas de 4.960 A (496 mu), pudiéndose hacer -

la observacién en un microscopio comin.

2. Inmunofluorescencia

Martins y colaboradores (1973), describen la prepara
cién de un anticuerpo fluorescente tipo-especifico para la -
identificacién de 11 cepas de mycobacteria. El suero frente
a estas 11 cepas fue obtenido inyectando conejos con bacte--
rias muertas por radiacibén ultravioleta. El suero fue puri-

ficado y conjugado con isotiocianato de fluoresceina y fue -



usado para la prueba directa de fluorescencia. El empleo de
estos sueros es un método rapido de identificacibén para myco

bacteria dentro de un serogrupo dado.14

Jones y colaboradores (1967), reportan el procedi---
miento directo con anticuerpos fluorescentes para identifi--

car M. tuberculosis en esputo. De un total de 135 muestras,

estos autores recuperaron el bacilo tuberculoso por cultivo-
en 96 casos; mientras que se encontraron otras mycobacteria-
en 6 muestras. El uso de un conjugado especifico para M. tu
berculosis facilitdé la tincibn directa de este organismo en-
el 98% de los casos, no se observd fluorescencia en ninguna-

de las otras cepas de mycobacteria con este conjugado.15

Pero estos métodos no han recibido amplia aceptacién
hasta ahora por varias limitaciones, como la necesidad de --
personal, material y equipo especializados y por los proble-
mas que significan las reacciones cruzadas entre algunas ce-

—

b) METODOS DE CONCENTRACION

En 1954, Dubos16

establecié lo siguiente: "Las primi
tivas técnicas bacterioldgicas elaboradas hace varias déca--

das para la deteccién de bacilos tuberculosos y otros agen--

tes patdgenos en el esputo, ain se emplean hoy en dia. Sin-



embargo, también es cierto que la mayor parte de los bacilos
no sobreviven al barbaro tratamiento con acidos y dlcalic a-
que son sometidos durante la preparacidén de muestras para —-

cultivo".

El tratamiento previo del esputo antes de su examen-
tiene el objetivo de: 1) fluidificar el esputo de modo que -
los microorganismos puedan distribuirse mds uniformemente en
la muesfra que va a ser examinada o cultivada; 2) disminuir-
su densidad a fin de permitir la concentracién de los micro-
organismos mediante centrifugacibn; 3) descontaminar la mues
tra de otros microorganismos distintos a las mycobacteria, -
permitiendo a la vez una mdxima supervivencia para los baci-
los tuberculosos, y 4) reducir el volumen de la muestra, y -

permitir manejarla con mds facilidad.

El método mds ampliamente usado es el de Petroff6 -
con hidréxido de sodio. Corper y Stoner en 1946,17 propusie
ron el empleo de fosfato trisédico por su menor toxicidad pa
ra las mycobacteria. El Zephiran se ha empleado como agente
descontaminador con el fosfato trisédico y el hidréxido de -
sodio. ‘Se han recomendado otras varias modificaciones, como
la propuesta en 1963 por Kubica y colaboradores,18 empleando
como agente mucolitico N-acetil-L-cisteina (NALC) e hidréxi-

do de sodio; estos autores dicen que resulta un método menos



; v, s = ety .. 4,7,2
enérgico para la descontaminacién y fluidificacién; ' '~ sin

embargo, estos Gltimos métodos no se han generalizado.

Han sido descritas diversas técnicas nuevas de con--
centracidén empleando varias enzimas y parecen tener bastan--
tes probabilidades de uso en un futuro, pero todavia no tie-
nen una evaluacién adecuada. Se ha afirmado que estos proce
dimientos son menos téxicos que otros métodos en uso para el
bacilo tuberculqso y otras mycobacteria, y deben ser investi
gados a fondo. El uso de tripsina, para el aislamienté de -
bacilos acido-alcohol resistentes fue descrito por Haynes en
1942.19 Este método es el de eieccién para preservar deta--
lles celulares y también se ha probado que es un medio efi--
ciente para la concentracién de bacterias y hongos en esputo

y en liquidos de aspiracién bronquial.13

Una técnica poco conocida es la descrita por Fraga -

en 1964,22

que aplica un método.electroforético a la separa-
cién de M, tuberculosis en los liquidos organicos. El1 méto-
do estd basado en que el bacilo de Koch es un microorganismo
con carga eléctrica negativa, aln cuando en ocasiones reac--
ciona con carga positiva, sin saberse ain el por qué de este
fenémeno. Esta técnica consiste en someter el liquido orga-

nico, en que se sospecha la presencia del bacilo tuberculoso,

a la accidén de un campo eléctrico producido por una pila de-



7.5 v, durante 15 minutos, el liquido deberd ajustarse a pH-
acido, los bacilos tenderdn a desplazarse y concentrarse, en
el electrodo con carga eléctrica contraria a la que poseen,-
facilitdndose su recoleccibén e identificacién. Este método-
puede substituir con ventaja al procedimiento cldsico de cen
tfifugacién, es mis facil y produce una mayor concentracién-
de bacilos tuberculosos.20 Las muestras de orina y liquido-
cefalorraquideo se someten a examen por esta técnica sin nin
gun tratamiento previo, en cambio el esputo se trata como se

P p . sz 2
hace para la tecnica de concentracidén por centrifugacion. 4

En 1973 Grigor'ev y colaboradores, 2! describen los -
procedimientos usados en la concentracidén electroforética de
M. tuberculosis. Estos autores dicen que la efectividad del
método depende de un nimero de factores como: exposicién, na
turaleza del electrdlito, nivel de pH, material del electro-
do, productos de la electrdlisis y viscosidad del material -

por probar.
c) ASPECTO FISICOQUIMICO DEL METODO PROPUESTO

La centrifugacidén de material patolégico ha sido re-
comendada como un medio eficaz para concentrar bacilos tuber
culosos. La centrifuga de laboratorio ordinaria con 2.000 a

3.000 revoluciones por minuto, no es un instrumento eficien-

10



te para la concentracién de bacilos tuberculosos en material
- : ; 23 : 2
patoldogico si se usa por corto tiempo. La centrifugacion-
prolongada fue recomendada por Scartozzi;24 Robinson y Sto--
vall.?5 La concentracién de bacilos tuberculosos por medio-
de centrifugas de alta velocidad ha atraido particularmente-
la atencidén de los investigadores. Este método fue recomen-
dado por Davy y Levanditi.?® Las bases teéricas del método-

fueron aclaradas por Schmidt—Lange.27

La velocidad de sedimentacibén de una particula mds -
pesada que el liquido en el cual estd flotando puede ser ace
lerada centrifugando el liquido. La velocidad de sedimenta-
cién de un cuerpo redondo, como lo demuestra la ecuacidén de-
Stokes, es directamente proporcional al cuadrado de su radio
y a la diferencia entre las densidades del cuerpo y el liqui
do que lo rodea, y es inversamente proporcional a la viscosi
dad del medio circundante:

2 gr2 (d; - djp)
9 n

donde r es el radio de la esfera, d; y d, las densidades de-
la esfera y el medio respectivamente, y n el coeficiente de-
viscosidad. La densidad del bacilo tuberculoso es sblo leve
mente mayor que la del agua. Por causa de esto, después de-

la centrifugacidén de un liquido denso (esputo purulento), 1la

11



- mayoria de los bacilos se encontraran en el sobrenadante. --
En el caso de un liquido viscoso (esputo mucoso), los baci--
los no se sedimentardn. De acuerdo con Almquist,28 los baci
los tuberculosos se encuentran en la parte superior del so--
brenadante cuando se emplea una solucién de ioduro de sodio-
de densidad.1.4 a 1.5 centrifugando por 30 minutos a una ve-
locidad de 8.000 rpm, y’se sedimentan cuando la densidad de-

esta solucién es de 1.2 6 1.3.

La velocidad de sedimentacién de la particula aumen-
ta con el cuadrado de su radio; si la particula es bastante-
pequefia la fuerza de centrifugacién dada no la sedimentard.-
La sedimentacibén de estas particulas puede lograrse aumentan
do la fuerza de centrifugacidén. La fuerza de centrifugacién
en kilogramos, producida por una midquina puede ser calculada

de la férmula:

.2
c = M.V
r

donde M es masa en kilogramos, V velocidad en metros por se-
gundo, y r el radio. Cuando en la fbrmula de arriba, M y r-
son iguales a la unidad, la fuerza de centrifugacidén aumenta
con el cuadrado de la velocidad. Asi, cuando en lugar de --
una centrifuga que produce 37000 revoluciones por minuto, se
usa una que dé 15.000 revoluciones, el aumento en la fuerza-

centrifuga sera de 15.0002 < 3.0002, o sean 25 veces, y las-

12



particulas con didmetro 25 veces mis pequefio se encontraran-
en el sedimento; las particulas con el mismo didmetro se se-
dimentan 25 veces mds rdpido en una centrifuga con 15.000 re

voluciones que en una centrifuga con 3.000 revoluciones.

El funcionamiento de varios rotores puede ser expre-
sado por el indice de funcionamiento (P) propuesto por Pi---
ckels en 1951:

P = (rpm) 2
log Ry, = log Ry

en la cual Ry es la distancia radial maxima y R} es la dis--

tancia radial minima o el nivel del ligquido en el tubo de --

centrifuga.

El valor prdctico de estas consideraciones telricas-
fue investigado por Kroger y Rosar ius, 29 quienes encontraron
que la centrifugacibén a alta velocidad de material patoldgi-
co, aumentaba los resultados positivos en un 2% comparado --
con el resultado de una centrifugacién ordinaria. Ahrens y-
wanke30 investigaron el valor de la centrifugacidén a alta ve
locidad en experimentos con 1.000 esputos. La microscopia -
directa de los sedimentos obtenidos indicé un aumento en el-
numero de bacilos en los especimenes centrifugados a alta ve
locidad, pero nunca se alcanzé el resultado de la concentra-
cibén predicha por la teoria.3

13



De acuerdo con lo anterior, vemos pues que lo0 impor-
tante de un método de concentracidén es que la densidad del -
homogenizado sea cercana a la del agua y que la viscosidad -
sea nula, para poder aumentar la velocidad de sedimentacién-
y que las particulas que se hallen flotando en el liquido --

sean sedimentadas con mayor facilidad.

El esputo es un medio cuya densidad es alta, la adi-
cién de NaOH da por resultado una suspensién (homogenizado)-
de una densidad mds baja que la del esputo por si solo. Si-
esta densidad se logra bajar mds, a tal grado de llevarla —--
cercana a la del agua, las particulas suspendidas en este me
dio seran sedimentadas con mayor facilidad. La densidad del
bacilo tuberculoso, como vimos en parrafos anteriores, es un
poco mayor que la del agua, por lo que es de esperarse que -

su sedimentacidn en ese medio sera facil.

En el método propuesto tratamos, mediante la adicién
de un.volumen igual de alcohol al homogenizado con NaOH, te-—
ner un liquido cuya densidad sea muy cercana a la del agua.-
Suponemos que si con la adicién de NaOH volumen a volumen --—
con el esputo, se obtiene un homogenizado de cierta densidad,
esta densidad serd todavia abatida mucho mas con la adicién-
de un volumen igual de alcohol. Esta teoria es lo que trata

de comprobar el presente estudio.

14



MATERIAL Y METODOS




MATERIAL BIOLOGICO

Se colectaron 131 muestras de esputo, obtenidas por-

expectoracién voluntaria, de consistencia y aspectos varia--

bles, provenientes de pacientes tuberculosos de los siguien-

tes hospitales:

102 muestras del Hospital para Enfermedades Pulmona-

res, de Huipulco, de la SSA.

23 muestras del Hospital de Enfermedades del Térax,

del IMSS.

6 muestras del Hospital General Dr. Dario Fernan--

dez, del ISSSTE.

REACTIVOS:

Solucibén de NaOH al 4%
Solucién 2N de HCl
Alcohol etilico al 96%
Etanol-HCl1l (etanol al 96%,
Tween 80

Rojo de fenol al 0.04%

9.5/3)

16



COLORANTES :

a) Solucién de fucsina fenicada:

Sol. A.: Fucsina basica (con un

90% de colorante) 0.3 g

Alcohol etilico (al 96%) 10.0 ml
Sol. B.: Fenol 5.0 g

Agua destilada 95.0 ml

Mezclar las soluciones A y B

b) Solucidén de Azul de metileno alcalino de Loeffler:
Sol. A.: Azul de metileno (con un

90% de colorante) 0.3 g

Sol. B.: KOH al 0.10% 100.0 ml

Mezclar las soluciones A y B

APARATOS :

EQUIPO:

Agitador mecanico de Kahn
Centrifuga con cabezal para tubos de 15 ml

Microscopio

Portaobjetos de 75 x 25 mm, limpios y nuevos

Tubos sin labio de 15 x 125 y de 13 x 100 mm

Frascos con capacidad para 50 ml aproximadamente, --
con tapdén de rosca, boca ancha; estériles.

17



Pipetas de 5 y lOAml
Bureta de 50 ml

Cajas de Petri

Asas de platino calibradas
Mechero Bunsen

Platina calentadora
METODOS :

Una vez hecho el examen directo, la muestra se divi-
dié en tres porciones para poder aplicar simultdneamente las

técnicas de concentracién que a continuacién se describen.

1. TECNICA PARA EL EXAMEN DIRECTO i

Se vierte la muestra en una caja de Petri colocada -
sobre un fondo obscuro y por medio de un asa de platino se -
toma una muestra de las porciones que presenten aspecto puru
lento, sanguinolento o caseoso y se coloca entre dos portaob
jetos nuevos y limpios, extendiéndola mediante presidén entre
los dedos, cuando la muestra estd perfectamente extendida, -
se desliza un porta sobre el otro y asi se obtiene una peli-
cula delgada, adecuada para la coloracién y la observacibén -

al microscopio.s' 2

18



2. METODO PARA LA TINCION DE ZIEHL-NEELSEN

3.

é) Fijar la extensién a la flama

b) Cubrir_con fucsina fenicada, calentar suavemente-
durante 5 minutos sobre una platina calentadora,-
se producird una evaporacién ligera. No se debe-
permitir que se evapore del todo y se afiade mas -
colorante segin se vaya necesitando.

c) Lavar con agua.

d) Decolorar en alcohol-dcido hasta que desaparezca-
el color del liquido de lavado.

e) Lavar con agua.

f) Tefiir durante 3 minutos con azul de metileno de -
Leoffler (coloracién de contraste).

g) Lavar con agua y dejar seéar.4' 2

TECNICA PARA EL METODO DE CONCENTRACION DE PETROFF

a) Se afiade a la muestra un volumen igual de hidréxi
do de sodio al 4%.

b) La mezcla se deja en un agitador mecanico durante

20 a 30 minutos, dependiendo de su viscosidad ini
cial, pero bajo ninguna circunstancia es aconseja
ble pasar de los 30 minutos, ya que una exposi---
cién prolongada al dlcali puede destruir al Myco-
bacterium.

19



c)

d)

e)

£)

g)

7

La mezcla se neutraliza con HCl1 2N usando rojo de
fenol como indicador.

Centrifugar a 3.000 rpm, durante 20 minutos.
Tomar la muestra para la investigacién de BAAR en
el sobrenadante.

Decantar el liguido sobrenadante, en un frasco de
50 ml para su posterior esterilizacidn.

Del sedimento se tomara una muestra para hacer ex
tensiones que se tifien por el método antes descri

to.l' 2, 4, 6, 7

4. TECNICA PARA EL METODO DE CONCENTRACION CON

HIDROXIDO DE SODIO Y ALCOHOL 1:6

a)

b)

c)

d)

e)

£)

Se colocan aproximadamente 6 ml de la muéstra en-
una cdpsula de porcelana, se adiciona un volumen-
igual de hidréxido de sodio al 4%.

Se mezcla perfectamente bien hasta que la mezcla-
esté homogénea y completamente fluida. |

Se vierte el contenido de la cdpsula en dos tubos
de centrifuga que contenga 1 ml de alcohol etili-
co de 96% para abatir la densidad.

Se centrifuga a 3.000 rpm durante 15 minutos.
Tomar la muestra para la investigacidén de BAAR en
el sobrenadante.

Decantar el liguido sobrenadante en un frasco de-

20



50 ml para su posterior esterilizacién.
g) Con el sedimento se hacen extensiones que se de--
jan secar al aire, se fijan a la flama y se tifien

por el método ya descrito.8

5. TECNICA PARA EL METODO DE CONCENTRACION PROPUESTO

a) Agregar a la muestra un volumen igual de hidrdxi-
do de sodio al 4%.

b) Homogenizar en agitador mecdnico durante 20 a 30-
minutos, dependiendo de la viscosidad de la mues-
tra, pero no debe pasar de 30 minutos.ls 4s 7

c) Neutralizar con HCl 2N, usando rojo de fenol como
indicador.

d) Pasar de este homogenizado 6 ml aproximadamente -
en un tubo que contenga igual volumen de alcohol-
etilico de 96%.

e) Centrifugar el tubo a 3.000 rpm durante 20 minu--
tos.

f) Tomar la muestra para la investigacidén de BAAR en
el sobrenadante.

g) Decantar el sobrenadante en un frasco de 50 ml pa
ra su posterior esterilizacién y del sedimento --

preparar extensiones que se dejan secar, se fijan

y tifien por el método antes descrito.

21



6. ADICION DE TWEEN 80

Por indicacién del asesor de esta tesis, se estudia-
ron 47 muestras procesadas por cada uno de los métodos de --
concentracién descritos anteriormente y al momento de centri
fugar el homogenizado, se adicioné una gota de Tween 80 a ca
da uno de los tubos y se mezcld cuidadosamente, pensando que
al abatir aln mds la tensidén superficial se aumentaria el nd
mero de bacilos sedimentados.

7. TECNICA PARA LA INVESTIGACION DE BACILOS
EN SOBRENADANTES

Con objeto de saber qué cantidad de bacilos quedaron
en los sobrenadantes de los tres métodos de concentracidén --
efectuados, se procedid a realizar la investigacidén de baci-
los en cada uno. Después de centrifugar cada uno de los tu-
bos, se tombé del sobrenadante cuatro veces con un asa de pla
tino calibrada. Las muestras asi obtenidas se pusieron so--
bre un portaobjetos nuevo y se dejaron secar, se fijaron a -

la flama y se tifieron por el método de Ziehl-Neelsen.

8. INTERPRETACION

En los sedimentos se conté el numero de bacilos gque-
habia en 80 campos de una preparacién. Se contd el mismo na

mero de campos para la investigacién de bacilos en los sobre

22



nadantes. Para llevar la cuenta de los microorganismos se -

empled un aparato para hacer diferenciales en hematologia.
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RESULTADOS




Mencionaremos de ahora en adelante a la técnica di--
recta como el método I, al método de concentracidén de Pe-—--
troff como II, al método que usa 1 volumen de alcohol por 6-
de homogenizado como III y al método propuesto en el cual se
adiciona al homogenizado un volumen igual de alcohol como el

método IV.

El total de muestras procesadas sin la adicibén de —-
Tween 80 fue de 84, de las cuales 76 resultaron positivas y-
8 negativas por todos los métodos; los resultados obtenidos-
por la técnica directa y los tres métodos de concentracidén -

se encuentran en el cuadro 1.

Obtuvimos de un total de 84 muestras por la técnica-
directa 57 positivas y 27 negativas. El total de positivas-
fue el menor porcentaje obtenido (68%) en este numero de —---
muestras. E1 nﬁﬁero de muestras en que hubo un mayor numero

de bacilos fue de seis casos.

El total de positivas por el método II fue de 70, --
que corresponde a un 83% del total. Las veces en que por es
te método se observd un nimero mayor de bacilos comparativa-
mente con los demds métodos fue de 21 casos. Con el método-
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Técnica

directa | Concentracién |
Método I II | III | IV
Total de muestras 84 84 84 84
Total de positivas 57 70 72 71
Total de negativas 27 14 12 13
% de positivas 68 83 86 84
Mayor cantidad de bacilos 6 21 30 24

(casos)
Cuadro 1

Técnica directa y sedimentos de los métodos de
concentracidén sin la adicién de Tween 80
III se obtuvo mayor cantidad de casos positivos; de 84 mues-
tras se obtuvieron 72 positivas (86%). E1l nimero de mues——-
tras que mostraron mayor numero de bacilos fue de 30 casos -

(el mayor nimero obtenido).

Por el método IV se encontraron mas bacilos en 24 ca
sos, obteniéndose 71 muestras positivas que corresponde a un
84%. Vemos pues que el porcentaje de positivas por los méto
dos de concentracibén varia entre el 83 y el 86%, es decir, -

-
sensiblemente los tres métodos estudiados dieron resultados-
similares, sin embargo, se ve claramente que el porcentaje -

de casos positivos si se incrementa con la concentracién, ya

que el método directo (I) sblo mostrd el 68% de casos positi
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vos. El porcentaje mayor de positivas de los métodos de con
centracién fue para el método III. La investigaci6bn de baci
los en los sobrenadantes de estas 84 muestras dio los resul-

tados anotados en el cuadro 2. Podemos observar que el por-

Investigacibén de bacilos en los sobrenadantes
Método II TEE 1V
Total de muestras 84 84 84
Total de positivas 33 25 3
Total de negativas 51 59 81
6 de positivas 39 30 3
Mayor cantidad de bacilos 27 11 0
(casos)
Cuadro 2

Investigacién de bacilos en los sobrenadantes de los
métodos de concentracidén sin la adicién de Tween 80
centaje de hallazgos de bacilos en los sobrenadantes es ma--
yor en el método II y menor en el IV, El total de resulta--
dos negativos en el método IV fue de 81, de las 84 muestras-
procesadas. En los métodos II y III nos dan 51 y 59 respec-

tivamente. El método IV resultd ser la técnica que menos ba
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cilos tuvo en sus sobrenadantes. Comparando con los métodos
III y IV, la mayor cantidad de bacilos obtenida en los sobre

nadantes fue siempre en el método II.

El numero de muestras tratadas con Tween 80 fue de -
47, de las cuales 43 resultaron positivas, 4 fueron negati--
vas por todos los métodos y una por métodos de concentracién.

Los resultados se encuentran en los cuadros 3 y 4.

Del cuadro 3, vemos que el total de positivas por el
método I fue de 35, de un total de 47 que corresponde a un -
74%. El nimero de muestras en las que por este método se ob

servé mayor numero de bacilos fue de tres casos.

Técnica
directa |Concentracién con Tween 80
Método o I II III IV
Total de muestras 47 47 47 47
Total de positivas 35 - 38 40 41
Total de negativas 12 9 7 6
Pb de positivas 74 8l 85 87
Mayor cantidad de bacilos 3 11 17 15
(casos)

Cuadro 3

Técnica directa y sedimentos de los métodos
de concentracién con la adicién de Tween 80
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De un total de 47 muestras, el método II dio 38 posi
tivas (81%); en 1l casos el método II mostré mayor numero de
bacilos. El método III nos dio un total de 40 positivas, --
que corresponde a un 85% del total. En 17 casos este método

mostrdé mayor nimero de microorganismos.

El método IV dio 41 muestras positivas, o sea, un --
87% del total de muestras. Los casos de microorganismos en-
mayor nﬁmero fueron de 15. El1 total de negativas fue mayor-
por la técnica directa y menor por el método IV, como lo de-
muestra el porcentaje de positivas. Nuevamente se demuestra
que cualquiera de los métodos de concentracidén es superior a
la técnica directa, el porcentaje de positivas por los méto-
dos de concentracién varia entre el 8l y el 87%. El mias al-

to porcentaje fue en el método IV.

La investigacidén de bacilos en los sobrenadantes de-
los métodos de concentracién usando Tween 80, aporta los da-

tos descritos en el cuadro 4.

El total de muestras fue de 47, de las cuales 14 re-
sultaron positivas por los métodos II y III, 2 muestras fue-
ron positivas por el método IV. El menor porcentaje de posi
tivas se obtuvo por el método IV (4%). Los métodos II y III

obtuvieron el 30% de positivas cada uno.
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Investigacibén de bacilos en los sobrenadantes
' con Tween 8
Método II IIT Iv
Total de muestFas 47 47 47
Total de positivas 14 14 2
Total de negativas 33 33 45
% de positivas 30 30 41
Mayor cantidad de bacilos 12 7 0
(casos)
Cuadro 4

Investigacién de bacilos en los sobrenadantes de los
métodos de concentracién con la adicién de Tween 80
La mayor cantidad de bacilos se encontr6 en 12 casos
en el método II y 7 en el III. En ningdn caso el método IV-
obtuvo mayor gantidad de bacilos en su sobrenadante que en -
los otros métodos de concentracidén estudiados. En la mayo--
ria de las muestras positivas en el sobrenadante la mayor —-—

cantidad de bacilos fue encontrada en el método II.
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RESUMEN




Se hace una comparacién de preparaciones tefiidas por
la técnica de Ziehl-Neelsen de muestras provenientes de pa--

cientes tuberculosos.

Se hicieron preparaciones siguiendo la técnica direc
ta. Las muestras fueron concentradas por el método de Pe---
troff, el método de concentracidén que usa 1 volumen de alco-
hol por 6 de homogenizado y el método propuesto en que se —-
adiciona un volumen igual de alcohol al homogenizado. Se --
buscaron bacilos en los sobrenadantes de las muestras someti

das a métodos de concentracién.

Por indicacién del asesor de esta tesis, se adiciond
Tween 80 pensando en aumentar el numero de bacilos en los se
dimentos. El nimero total de muestras procesadas fue de 131,
de las cuales 47 fueron concentradas con la adicidén de Tween

80, y 84 sin la adicién de Tween.

La técnica seguida para cada método se describe en -
el capitulo de Material y Métodos. En este estudio se inves
tigaron bacilos en 80 campos de cada preparacién. Después -

de obtener el homogenizado con NaOH, la muestra se neutrali-
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z6 y se dividid en tres porciones para poder aplicar simultd

neamente los tres métodos de concentracidén en estudio.

Cada muestra en estudio nos proporcionaba cinco lami
nillas, de las cuales tres pertenecian a los métodos de con-
centracién, una a la técnica directa y una mias que correspon

dia a los sobrenadantes de los tres métodos de concentracién.

La investigacién de bacilos en los sobrenadantes, se
llevé a cabo con el Gnico fin de observar qué método de con-

centracidén sedimentaba mds bacilos.

Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en-

los cuadros 1, 2, 3 y 4 del capitulo de Resultados.
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CONCLUSIONES




1. De los resultados obtenidos por los métodos de --
concentracién, se demuestra que la técnica directa es infe--

rior a los métodos de concentracién.

2. Los resultados obtenidos en los sedimentos de los
métodos de concentracién aqui estudiados, no demostraron una

gran diferencia.

3. Los resultados obtenidos en los sobrenadantes de-
los métodos de concentracién, demuestran que el método pro--
puesto contiene menor namero de bacilos en comparacién con -
los otros métodos de concentracidén; sin embargo, no se mani-

fiesta un gran aumento en los sedimentos.

4. De lo anterior podemos suponer que la cantidad de
alcohol usada durante la centrifugacidén afecta las caracte--—
risticas tintoriales del bacilo, por lo que no se detectd en
mayor nuimero en los sedimentos por el método propuesto y si-

mostrd® menor cantidad en los sobrenadantes de este método.

5. Desde el punto de vista econdémico, el método pro-
puesto es mds caro, por requerir mds alcohol, si se toma en-

cuenta que se espera procesar un alto nimero de muestras.
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6. Los resultados obtenidos en sedimentos y sobrena-
dantes de las muestras tratadas por la modificacidén propues-
ta por el asesor de esta tesis con Tween 80, fueron mis cer-

canas a la teoria.
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