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RESUMEN 

Este trabajo se realizo con el fin de encontrar un buen medio para 

criopreservar micobacterias, principalmente M. Tuberculosis, en ef laboratorio de 

microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER). 

Dicho Instituto no contaba con cepario de micobacterias y surgié la 

idea de probar tres medios diferentes para congelarlas, los medios utilizados 

fueron glicerol-agua al 10%, glicerol-7H9 y medio de leche Svelty (utilizado para 

conservar pneumococos), el tiempo que se determiné para hacer dicho estudio 

fue de 3 meses y Ja técnica que se realizé fue la siguiente: 

Se tomaron las colonias de cultivos positivos de (+) y (++ ), se hizo 

una suspensién con solucién salina llevandola a una turbidez de 3 en escala de 

McFarland; posteriormente se diluy6 con cada medio de criopreservacion en una 

relacion de 1:2 y de ésta dilucion se tomaron 0.5 mL y se sembraron en un tubo 

de cultivo con Lowestein-Jensen, e! resto se puso a congelar a - 70 C° durante 3 

meses. 

Posteriormente se revisaron los tubos de cultivo y se hizo un conteo de 

las colonias, los datos se guardaron para hacer una comparacion con la siembra 

que se va a obtener después de los tres meses de congelacion. 

Al descongelar las micobacterias se hizo el mismo procedimiento que 

antes de congelarlos y se compararon los resultados del primer y segundo cultivo 

(como se ve en e! diagrama de flujo), después se procedera hacer la estadistica 

tomando fos porcentajes como numeros absoiutos (lo cual es valido en control de 

calidad). Los resultados los veremos mas adelante. 

Cabe mencionar que en base a este estudio el INER utiliza el medio de 

glicerol-7H9 para conservar sus micobacterias.



ANTECEDENTES 

Debido a Ja trascendencia epidemiolégica de la tuberculosis es 

tecomendable determinar siempre la susceptibilidad a los antimicrobianos de las 

cepas aisladas. A pesar de que los conocimientos actuales sobre la tuberculosis 

han permitido la utilizacién de técnicas sencillas para el diagnéstico y el empleo 

de medicamentos con actividad bactericida en el tratamiento, todavia no se han 

obtenido los logros a los que se podria llegar debido principalmente a fallas de 

tipo operacional y a las condiciones socioecondémicas de los diferentes paises, 

por esto es necesario obtener ceparios con los cuales se puedan hacer estudios 

comparativos de susceptibilidad para determinar la resistencia a algun 

medicamento, poder probar después nuevos medicamentos y determinar si el 

microorganismo sufre mutaciones (PCR). (1) (2) (7). 

HISTORIA 

La tuberculosis ha acompafiado como sombra al hombre y a los animales 

domésticos durante su evolucién. En esqueletos que corresponden al neolitico y 

en momias egipcias, se han encontrado lesiones éseas tipicas de tuberculosis. 

En las comunidades virgenes ante la enfermedad y que son presa de la misma, 

se manifiesta en ta mayoria de los enfermos como primoinfeccion aguda con una 

elevada tasa de mortalidad. 
Cuando la tuberculosis se instala por largo tiempo en la comunidad, la 

primoinfeccién tiende a curar espontaneamente y la alta mortalidad aparece 

durante la fase crénica. ’ 

Por mucho tiempo, estas dos fases se consideraron de diferente origen: 

mientras que la primoinfeccién se suponia infecciosa, la tuberculosis crénica se 

designaba como hereditaria. Asi en la literatura de tipo romantico se sublimaba al 

enfermo crénico como victima de un padecimiento hereditario (Dumas, La dama 

de las Camelias).(4) (10) 

Laennec fue quien primero consideré ambas fases como la misma 

enfermedad; Villemin en 1865 demostr6 la infectividad del microorganismo al



inocular animates de laboratorio con material proveniente de lesiones de 

enfermos en ambas fases, desarrollandose la enfermedad. Roberto Koch en 

1882 demostré y cultive al microorganismo. Waksman en 1944 descubri6 la 
estreptomicina, misma que Hinshaw y Feldman aplicaron como tratamiento. 

Lehman descubrié el acido para-aminosalicilico también utilizado en el 

tratamiento de la tuberculosis. 

En 1951 tres grupos de quimicos descubrieron simultaneamente por 

separado la isoniacida, que ha sido el farmaco mas eficaz contra esta 

enfermedad y en 1970 se probé la eficacia de la rifampicina. 

En algunos pasajes de la antigua literatura Hindu y China, y en el antiguo 

testamento se encuentran descripciones de los signos y sintomas caracteristicos 

de ta tuberculosis. Los griegos la llamaban "tisis 0 consuncién". De hecho, la 

medicina hipocratica describié y clasificé muchas enfermedades, entre ellas, la 

tisis. 

Galeno consideraba que la tisis era transmisible y recomendaba, como en el 

caso de la lepra, el aislamiento de los enfermos. En el siglo XVI Fracastorius 

describiéd, con increible precisién para su tiempo, el contagio intrafamiliar de la 

tisis; su famoso libro De Contagione publicado en 1546, postula que ciertas 

enfermedades son transmitidas, por particulas imperceptibles a las que 

denomin6é seminatia contagiorum o "semillas de enfermedad”. 

En un libro publicado en 1985, “Enfermedades Viejas y Enfermedades 

Nuevas”, Ruy Pérez Tamayo relata cémo esta enfermedad tuvo no solo una gran 

incidencia en !a edad media sino también una gran importancia social. En el 

capitulo dedicado a la tuberculosis Pérez Tamayo describe como "el mal del rey" 

(una forma de la tuberculosis que afecta a los ganglios del cuello que se conocid, 

como escrofula), Se relata que mediante "el tocamiento dei rey". - Yo te toco Dios 

te cura -, los enfermos se curaban. Estas fueron las palabras que muchos reyes 

desde el siglo VI hasta el XVIII, pronunciaban ante largas filas de enfermos en 

ceremonias especialmente preparadas para ello que permitian al monarca en 

turno demostrar al pueblo el origen divino de su reinado. (4) (10) (16) (20) 

Muchos hombres importantes murieron a causa de la tuberculosis: San 

Francisco de Asis, Moliere, Chopin, Paganini, Laénnec, Schiller, Chéjov, Weber, 

entre otros, fueron victimas de esta implacable enfermedad. 

En el campo de la medicina mencionaremos algunos hallazgos importantes 

en la evotucion del conocimiento de la tuberculosis, como fos de Richard Mortén 

que describié la lentitud de la enfermedad; Théofile Bonet, comparé tas lesiones 

encontradas en la tuberculosis generalizada con los granos de mijo y las 

denominé "tubérculos miliares"; Bayle, en 1793 reconocid a los tubérculos como



  

una jesién propia de la tuberculosis, y no simplemente como una inflamacion 

ganglionar. Laénnec, al desarrollar ja auscuitacién, permitid la diferenciacion 

entre la tuberculosis y otras enfermedades. Villemin, en 1865, comprobé la 

transmisibilidad de la tuberculosis al inocular un tejido o exudado en las lesiones 

tuberculosas en conejos y demostrar la presencia de lesiones tuberculosas en 

diversos érganos de estos animales, por lo que concluyé que la tuberculosis es 

una enfermedad especifica cuya causa reside en un agente inoculable. 

Siguiendo los experimentos de Villemin, Cohnheim, uno de los grandes 

amigos y protectores de Koch, inoculé fragmentos de tejido tuberculoso en la 

camara frontal del ojo en conejos. Sus experimentos le permitian ver dentro del 

ojo el desarrollo de las lesiones, como si lo hiciese a través de una ventana. 

Koch seguia de cerca tos resultados de su protector y recordaba las 

ensefanzas de su maestro en la facultad de medicina Jacob Henle. Este 

afirmaba que para que un microorganismo pudiera ser considerado como causa 

de una enfermedad en el hombre deberia encontrarse sistematicamente en los 

individuos enfermos, ser aislado y utilizado para reproducir la enfermedad en 

otros individuos. 

Por otra parte, Koch consideraba que la importancia de una enfermedad se 

relacionaba directamente con el numero de victimas que producia. Por ello, las 

enfermedades infecciosas tenian una gran relevancia. Entre elias, la tuberculosis 

cobraba mas victimas que e! célera asiatico o la peste bubdénica. Las incipientes 

estadisticas de mediados del siglo XIX mostraban que una séptima parte de la 

humanidad moria de tuberculosis, y si los numeros se concentraban en los 

individuos econémicamente activos la tasa se elevaba hasta alcanzar el 30% de 

esta poblacién.(4)
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JUSTIFICACION 

En la ultima década se ha podido observar que la_ incidencia de 

tuberculosis pulmonar en datos reales no ha variado mucho puesto que poco se 

ha podido hacer en la lucha contra esta enfermedad la cual es infecto- 

contagiosa, se transmite facilmente y sin tratamiento puede ser mortal.(5) 

Seguin el articulo de tuberculosis epidemiology and control in Veracruz 

México, la prevalencia de tuberculosis en la republica Mexicana es de 18.2 por 

cada 100,000 habitantes, estos datos son alarmantes puesto que no son reales 

porque existen casos que aun no se han reportado y que son muchos debido a 

que hay lugares alejados que no tienen como reportar cada caso que se va 

detectando o simplemente no son detectados. Por eso la Direccién General de 

Estadistica, Informatica y Evaluacién de Mortalidad de la Secretaria de Salud en 

Mexico tiene un calculo estimado que existen aproximadamente 51.7 casos por 

cada 100,000 habitantes; un dato aun mas alarmante puesto que no se puede 

luchar contra una enfermedad que en datos exactos no sabemos la magnitud de 

su prevalencia.(5) (20) 

Para poder estudiar a las micobacterias se tienen que estudiar desde un 

punto de vista bioquimico y esto se puede hacer unicamente con nuevas 

técnicas y afiadirlas a las que ya conocemos, con fa implementacién de un 

cepario donde se pueden conservar micobacterias por un tiempo considerable, y 

asi poder ir a la vanguardia de los estudios sobre dichas micobacterias.{7) 

Se sabe que las micobacterias conservadas a —70° C. retienen el 100% de 

su viabilidad y, mantienen propiedades taxondmicas, seroldgicas, inmunoldégicas 

y patogénicas. Sin embargo, para obtener una cepa y que conserve todas sus 

caracteristicas y propiedades hay que tener -mucho cuidado desde que se 

obtienen del primocuitivo puesto que al ser manipuladas a temperatura ambiente, 

las suspensiones de todas las micobacterias hacen que éstas pierdan su 

viabilidad y las mas severamente afectadas son aquellas especies cuyo rango de 

temperatura de crecimiento es estrecho como sucede con M. tuberculosis y M. 

bovis (que son fas que mas afectan al hombre). A pesar de ésta pérdida, todas 

las cepas vivas retienen sus propiedades taxondmicas definitivas. ef mejor 

método para conservar a las micobacterias, es probablemente el de liofilizacion 

de éstas.(8) (9) (11)



OBJETIVOS 

Comparar 3 diferentes medios para criopreservar cepas de micobacterias en el 

laboratorio de microbiologia del Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias. 

Evaluar e! comportamiento de las micobacterias en cuanto a la conservacion de 

su viabilidad después de someterlas a una temperatura de — 70°C. 

Obtener un buen medio de criopreservacion para poder hacer estudios 

comparativos posteriores.



GENERALIDADES 

TUBERCULOSIS 

El género Mycobacterium esta ubicado taxonémicamente en el! manual de 

Bergey de bacteriologia sistematica en la seccién 16. 

Familia Mycobactereaceae. 

Género Mycobacterium. 

Este género esta constituido por 54 especies, son bacterias en forma de 

bast6n que raramente tienen ramificaciones, no esporulados, miden de 2 a 6 

micras de largo y de 0.3 a 0.6 micras de ancho, aerobios estrictos, inmoviles y 

son procariotas. M. tuberculosis es la especie tipo y su estructura se describe a 

continuacion. Las demas especies tienen caracteristicas semejantes.(2) (3) (6) 

La pared ceiular contiene lipidos que constituyen el 20% de peso seco de la 

bacteria; es una estructura compleja compuesta de 4 capas, la mas interna de 

mureina o peptidoglicanos, que como en otros géneros da a la bacteria forma y 

tigidez. Por encima de esta capa estan las otras 3 diferentes, compuestas de 

complejos péptidos, polisacaridos y lipidos que semejan filamentos arreglados en 

una matriz mas homogénea. Esta estructura de fa pared bacteriana ha sido 

demostrada por criofractura, la estructura mas externa por lo general son 

peptidoglucolipidos denominados mucésidos. (12) (18) 

Los principales lipidos que se encuentran en estos microorganismos son 

acidos micdlicos, glucolipidos, sulfolipidos y cera D. : 

La pared bacteriana rigida esta constituida por una estructura covalente de 

dos polimeros unidos entre si, una peptidoglicana y arabinogalactano, 

contenides aproximadamente en igual proporcién y el 50% del contenido de 

lipidos son ésteres de acidos micolicos (acidos grasos ramificados de 50 a 90 

atomos de carbono) y un 25% son acidos grasos normales. 

También se han demostrado glucanomanana y arabinomanana, ésta ultima 

parece participar en la patogenia de la enfermedad. 

Se tifie con facilidad mediante la técnica de Ziehl Neelsen (fucsina fenicada 

con calor) y no es facil que se decolore, atin con alcohol acido (tienen la 

propiedad de acido alcohol resistencia).



  

Esta enfermedad infecciosa, necrosante, caracterizada por la formacién de 

granulomas nodulares caseosos, que evolucionan en forma fibrosa, ulcerosa o 

se calcifican, es producida por dos especies del genero Mycobacterium: 

Mycobacterium tuberculosis y Mycobacterium bovis. En el hombre, los pulmones 

son los érganos mas afectados; sin embargo, pueden resultar lesionados 

ganglios linfaticos, meninges, rifiones, 0 extenderse en todo el organismo. 

La infeccién se presenta en dos etapas: una, conocida como tuberculosis 

primaria, aparece en individuos sin inmunidad especifica y puede evolucionar a 

curacién espontanea o conducir a fa muerte, y la tuberculosis postprimaria, 

conocida también como reinfeccién. Esta ultima es crénica a pesar de la 

presencia de inmunidad especifica del infectado.(10) (12) 

Es una enfermedad que causa gran destruccién de los tejidos. Wolinsky 

comenta que las dos micobacteriosis destruyen intensamente: la lepra los tejidos 

externos y la tuberculosis los internos. 

M. tuberculosis es aerobio y se favorece su desarrollo maximo cuando la 

pO, es de 100 mm de mercurio o mayor, y la pCO, de 40 mm de Hg, por lo que 

los érganos mas afectados son fos que reciben mayor oxigenacién. Los focos 

mas frecuentes son los vértices pulmonares donde ta pO2 es entre 120 y 130 mm 

de Hg en posicién erecta, siguen en frecuencia los rifiones y los extremos de 

crecimiento de los huesos con pO2 de 100mm de Hg. 

Son raros fos focos en otros organos con pO, mas baja, generalmente el 

vértice inferior de los lébulos superiores o la porcién superior de los lobulos 

inferiores. 

Estos eventos duran 2 0 3 semanas ya que el bacilo se multiplica a la 

velocidad lenta que lo hace en los medios de cultivo artificiales, por lo que los 

sintomas aparecen tardios, este es el tiempo en que se desarrolla la inmunidad 

especifica; simultaneamente aparece la alergia y es el periodo de aparicién de la 

reaccién tisular del granuloma tuberculoso. Ef numero de bacilos desciende 

sensiblemente y la caseificacién es importante en la defensa contra la infeccién. 

En los casos en que ta infeccién se detiene, hay curacién por combinacion 

de resolucién, fibrosis y calcificacién. 

La infeccién se vuelve latente en tanto no hay una reactividad meses o 

afios mas tarde: sin embargo, hay individuos que mueren sin que aparezca esta 

reactivacion. 

La reactivacion se presenta a partir de los nddulos calcificados donde 

queda atrapado el bacilo; y, cuando baja le resistencia del sujeto infectado, el 

microorganismo se activa y ante su presencia se produce una respuesta de 

 



hipersensibilidad que determina el dafio, y fa evolucién crénica con gran 

destruccién de tejidos que, sin tratamiento, causa siempre la muerte. 

Cuando se ingiere teche cruda proveniente de vacas tuberculosas, la 

infeccién primaria sé inicia en faringe o intestino.(12) (14) (17) 

La entrada y establecimiento de los bacilos determinan una respuesta 

inflamatoria aguda con neutrofilos, que posteriormente da lugar al foco caseoso 

de 1 a 2 cm de didmetro llamado de Ghon, !a combinacién de este con la 

extension de la infeccién a los ganglios de hilio se denomina complejo de Ghon. 

La caracteristica de la inflamacién granulomatosa consiste en un 

conglomerado microscépico de células epiteloides que son histiocitos esféricos 

semejantes a células epiteliales, y rodean a células gigantes multinucleadas de 

Lanhans; todo este conjunto esta rodeado por linfocitos. 

Dentro de las células epiteioides se observan bacilos, y se considera son 

causa de que los histiocitos se transformen en las citadas células epiteloides. Asi 

queda formado el tubérculo microscépico duro, que evoluciona semanas 

después al tubérculo blando por la necrosis caseosa central que se forma. 

En la mayoria de los individuos infectados, e! tubérculo experimenta 

fibrosis progresiva deteniéndose el progreso de la enfermedad, finalmente 

aparece calcificacion de la lesién e incluso osificacién. Las imagenes 

tadioldgicas de los ndédulos calcificados de la lesién inicial se conoce como 

nédulo de Ghon y a las cicatrices calcificadas de la parte superior del pulmén 

como ndédulos de Simén. 

En otros sujetos infectados, la infeccion progresa como se ha descrito 

produciendo focos en otros érganos. Las vias de diseminacién son la linfa y la 

sangre; sin embargo, no todos tos bacilos que se distribuyen forman focos, ya 

que muchos son destruidos, y hay tejidos que resisten a la infeccion. Asi es muy 

taro que aparezcan tuberculosis en corazon, tiroides, pancreas y musculo 

estriado. 

En algunos nifios principalmente factantes y en ocasiones en adolescentes 

o individuos adultos que no tuvieron contacto previo con el bacilo, la reaccién 

exudativa extensa origina confluencia de muchos granulomas y areas de 

consolidacién originando la neumonia tuberculosa.(14) (15) 

Aparece entonces la tuberculosis miliar, llamada asi por la semejanza de 

las lesiones con las semillas del mijo. 

En la neumonia tuberculosa, af expulsar los esputos infectantes pueden 

producirse focos en la faringe y si se degluten aparece la tuberculosis intestinal. 

La lesion puimonar tuberculosa secundaria suele iniciar en el vértice | 

pulmonar, donde aparece un foco de consolidacin de menos de 3 cm de



  

  

didmetro situado a 1 o 2 cm de la pleura apical que se acompafa de reaccién 

proliferativa intensa, pero en algunos individuos muy sensibilizados ocurre gran 

consolidacién exudativa. Son areas bien circunscritas duras, de color gris blanco 
© amarillo con caseificacién central y paredes fibrosas duras. Puede haber 

encapsulacién fibrosa progresiva con cicatrices fobrocalcificadas, hundimiento en 

la superficie pleural y adherencias en {a pleura. 

El vaciamiento de la necrosis origina cavernas. Histolégicamente hay 

cambios exudativos y proliferativos: al principio aparecen monocitos y células 

epiteloides, proteinas y fibrina; mas adelante aparecen granulomas coalescentes 

de histiocitos, células epiteloides rodeadas de linfocitos y fibroblastos, células 

gigantes de Lanhans y caseificaci6n central.(14) (17) (18) 

PLANTEAMIENTO DEL PROYECTO 

Los pasos que se siguieron para la realizacién de éste proyecto fueron los 

siguientes: 

Se hizo la recepcién de las muestras y se trabajaron hasta la identificacion 

de las micobacterias. 

Posteriormente se tomaron las cepas de micobacterias que tuvieran un 

cultivo positivo para M_tuberculosis de (+) a (++) y se hizo una suspensién de 

las micobacterias con solucién salina tratando de que se aproximara a una 

concentracién de 3 en escala de McFarland, tratando de no obtener un cultivo 

muy abundante para poder hacer una cuantificaci6n. 

La suspensién se agregé a los medios de criopreservacién, se hizo una 

primera resiembra de dicha suspensién y contaron las colonias de dicha 

resiembra. 

Se procedié a congelar e! resto de la suspensidén en los diferentes medios 

durante 3 meses a -—70°C. 

Se sacaron las cepas y se hizo una resiembra mas (segunda resiembra) y 

con las lecturas obtenidas se hizo una comparacién de resultados que mas 

adelante veremos (ver diagrama). 

Las técnicas que se siguieron desde la recepcién de la muestra hasta la 

obtencién de un cultivo positivo se pueden ver en el anexo.
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SELECCION DE LA MUESTRA 

La muestra utilizada en este proyecto fue expectoracién y se eligié en base 

a la alta incidencia de tuberculosis pulmonar. 

Las cepas son de pacientes que acudieron al |.N.E.R. y se les detecto la 

enfermedad con un cultivo positive y con su respectiva biotipificacion. 

Se utilizaron Gnicamente cepas de M. tuberculosis. 

EL CULTIVO 

El cultivo es el método bacteriolégico de rutina mas sensible y especifico de 

los que se conocen para descubrir en una muestra determinada micobacterias y 

en particular M. tuberculosis. Este es un germen exigente que necesita medios 

enriquecidos especiales, es aerobio, la temperatura Optima para su crecimiento y 

desarrollo esta entre 35° y 37° C con un pH de 6.7 a 6.9.(10) (12) (13)
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MATERIAL Y METODOS 

Para la siembra de la muestra en el medio de cultivo se Ilevaron a cabo los 

siguientes pasos: 

OBTENCION DE LA MUESTRA 

Las muestras fueron obtenidas por expectoraci6n de pacientes 

sospechosos de tuberculosis, la expectoracién fue espontanea o inducida por 

medio de vaporizaciones o toma de muestra postural, que es sobre la cama 

bocabajo y con la mitad def cuerpo fuera de ésta. 

HOMOGENEIZACION 

La homogeneizacion de la muestra se hace a fin de liberar el bacilo del 

moco, material celular y tejidos que puedan acompanharlo. 

DESCONTAMINACION 

Eliminacién de la flora asociada que se encuentra en la mayoria de las 

muestras. Los constituyentes de esa flora se multiplican mas rapidamente e 

impiden el desarrollo adecuado del bacilo. 

Los homogeneizantes y descontaminantes permiten la ticuefaccion del 

moco y de la fibrina asi como la destrucci6én de los gérmenes asociados 

conservando Ia viabilidad del bacilo. 

Se recomienda el método de Petroff con NaOH al 4%, por su efectividad, 

bajo costo y por la amptia experiencia que existe a nivel mundial en su empleo.



  

DESCONTAMINACION POR EL METODO DE PETROFF 

A) PROCEDIMIENTO: 

1. Trabajar frente a la llama del mechero; numerar las muestras colocaclas 

en linea horizontal sobre la mesa de trabajo. 

2. El numero de muestras por cada operador no debe ser superior a 12. 

3. Colocar en una gradilla igual cantidad de tubos estériles numerados en la 

misma secuencia que los recipientes que contienen las muestras. 

4. Es conveniente emplear tubos con tapa de rosca esteriles; si no se 

cuenta con ellos usar tubos con tapén de hule. 

5. Se puede hacer también un tapon de algodon envuelto en gasa que se 

introduce en el tubo bien ajustado. 

6. El extremo de la gasa se dobla sobre la boca del tubo y se asegura con 

una liga. 

7. Colocar en cada tubo 2 mL de la muestra o de la suspensi6n obtenida por 

macerado de la misma. 

8. Para muestras de esputo o de macerados, es conveniente el uso de 

pipetas Pasteur grandes (diametro aproximado de {a punta: 3 mm; longitud total 

aproximadamente de la pipeta: 280 (mm). Sino se dispone de estas pipetas se 

puede optar por vaciar las muestras directamente en el tubo. 

9. Se deben flamear los bordes de los tubos, al abrirlos y antes de cerrarlos. 

140. Agregar a cada tubo un volumen igual al de su contenido de NaOH al 

4% con rojo de fenol incorporado, ajustar firmemente la tapa del tubo ya que al 

agitar posteriormente se producen aerosoles que son peligrosos para el 

operador. 

41. Cuando se usa la pipeta Pasteur para tomar la muestra es 

recomendable que al vaciar al tubo sea primero el NaOH y después la muestra, a 

fin de facilitar la mezcla del NaOH con las partes de mayor viscosidad, que de lo 

contrario quedarian adheridas a las paredes interiores de la pipeta. 

42. Si se cuenta con equipo mecanico tipo “vortex”, agitar los tubos 20 

segundos antes de incubar a 37°C durante 15 minutos. 

13. La agitacién de la muestra también puede hacerse manualmente a 

intervalos de 5 minutos, a la temperatura indicada. 

44. Terminada la incubacién centrifugar a 3000 rpm durante 15 minutos. 

Durante este proceso en ei que se producen aerosoles debe cuidarse en forma 

especial el cierre hermético de los tubos y de la centrifuga. 
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15. Eliminar cuidadosamente el sobrenadante en un dispositivo que 

contenga fenol al 5%. 

16. Neutralizar el sedimento con acido clorhidrico 1N y acido sulfurico al 8% 

antes de sembrar. El proceso de neutralizacin debe ser muy cuidadoso de 

manera que el pH no sea menor de 6.5 ni mayor de 7.2. (3) (19) (21) 

B) PROCEDIMIENTO PARA LA SIEMBRA 

1. Colocar sobre la mesa de trabajo dos gradillas, una que contenga los 

tubos de las muestras ya neutralizadas, en la otra se disponen ios tubos con 

medios de cultivos necesarios. 

2. Si un tubo con medio contiene agua de condensacién ésta debe ser 

eliminada antes de sembrar. 

3. Del producto neutralizado tomar aproximadamente 1 mL con una pipeta 

Pasteur 0 de otro tipo y sembrar en cada tubo 0.3 a 0.5 mL, dejando escurrir 

sobre la superficie el medio sin tocarlo. No es aceptable la siembra indirecta, 

vaciando de un tubo al otro, porque aumenta el porcentaje de contaminaci6n. 

4. La técnica de siembra debe ser meticulosa para seguridad del operador, 

para no confundir las muestras y para evitar la contaminacién de los tubos con 

gérmenes de! ambiente. 

5. Las pipetas Pasteur deben flamearse, lo mismo que los tubos después de 

abiertos y antes de cerrarse. Los tubos con medios de cultivo mientras estén 

abiertos, deben mantenerse en posicién inclinada cerca de la llama de! mechero. 

6. Una vez sembrados colocarlos sobre una bandeja con fondo inclinado, de 

manera que el liquido sembrado cubra toda la superficie del medio. Se lleva a la 

camara o a la estufa de cultivo con la tapa floja para que pueda evaporarse la 

parte liquida de la siembra. 

7. Después de 48 horas revisar los tubos y si se ha evaporado el liquido, 

ajustar la tapa de rosca o colocar un tapén de hule quemando e introduciendo 

previamente el tapon de algodén dentro del tubo. Otra alternativa es emplear en 

lugar del tapén de hule, uno de plastico fino y ajustar al cuello del tubo con una 

liga de hule. 

8. Posteriormente los tubos pueden ser mantenidos hasta ei término del 

periodo de observacién en posicién inclinada. Esto es lo mas practico cuando se 

dispone de una estufa de cultivo amplia; es recomendable para este objeto usar 

cajas de fondo inclinado con perforaciones que permitan la circulacion uniforme 

del calor. Si solo se dispone de una pequefia estufa de cultivo puede ser mas 
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Util la posicion vertical de los tubos en cesto de malla metalica, pues significa 

ocupar menos espacio. 

9. La incubacion de los tubos sembrados debe hacerse a una temperatura 

que como maximo varie entre 35° y 37°C con una atmésfera de oxigeno. (3) (19) 

(21) 

REVISION PERIODICA DE LOS CULTIVOS 

Los cultivos deben revisarse a los 7, 30 y 60 dias, debiendo informarse en 

cada ocasion Unicamente los cultivos que sean positivos. Los cultivos negativos 

solo se informaran después de 63 dias de incubacién. 

Las colonias tipicas de M. tuberculosis son de color crema rugosas con 

aspecto de coliflor; se desarrollan en la superficie del medio y el sitio en el que se 

implantan no cambia de color. Algunas colonias de M. tuberculosis resistentes a 

isoniacida son mas planas y de superficie lisa. Cuando el medio de cultivo esta 

humedo, las colonias de cualquier especie micobacteriana aparecen lisas. 

Las colonias que no tienen morfologia tipica, deben ser observadas al 

microscopio en un extendido tefiido con Zieh!-Neelsen. 

INFORME DE RESULTADOS DEL CULTIVO. 

El informe del cultivo como el de la bacifoscopia no debe ser solo cualitativo 

sino semicuantitativo, para !o cual se recomienda la siguiente tabla segun la 

coc: 

NEGATIVO (-): No se observan colonias 

POSITIVO 1 a 19: El numero total de colonias en los tubos sembrados, 

cuando hay menos de 20. 
POSITIVO (+): 20 a 100 colonias 

POSITIVO (++): Colonias separadas (mas de 100). 

POSITIVO (+++): Colonias confluentes. 

C: Cultivo contaminado. (1) (2) (3) (19) (21)



  

CRIOPRESERVACION DE CEPAS 

TECNICA 

Después de fa identificacion de las micobacterias, se procedié a hacer una 

suspensién en solucion salina al 0.85 % tratando de obtener una concentracién 

de 3 en escala de McFarland o mayor. 

Posteriormente se agregé en una concentracién de 1:2 al medio donde se 

tealizaria la criopreservacion. De esa nueva suspension se hizo la primera 

resiembra con 500 microlitros en el medio de Lowestein-Jensen y lo restante de 

la suspension se congeld a -70° C por un periodo de 3 meses. Después de 

este tiempo se sacaron las cepas de la criopreservacién y se descongelaron a 

temperatura ambiente en una cama de agua de hielo tratando de que dicha 

descongelacién fuera lo menos brusca posible para las micobacterias. La 

suspension descongelada se homogeneizo para hacer una segunda resiembra 

en el mismo lote que la primera. 

Se procedié a contar las colonias como en el primer caso y Se compararon 

los resultados de las dos resiembras. 

Los resultados obtenidos se mencionaran posteriormente. La cuenta se hizo 

con ayuda de una lupa y se observaron las colonias crecidas hasta ese momento 

tomando un criterio de separacién en las colonias confluentes y si estaban muy 

juntas se calculaban en base al tamafio de la zona. 

MEDIOS DE CRIOPRESERVACION 

Los medios de criopreservacién que se utilizaron en este proyecto fueron: 

Glicerol-agua al 10 %, Glicerol-7H9 al 10 % y Medio de leche que se hizo en 

el INER. Utilizado para preservacion de gérmenes delicados como los 

Pneumococos.
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PREPARACION DE LOS MEDIOS DE CONSERVACION: 

- Glicerol - agua al 10% 
glicerol 10 mL. 
agua destilada estéril 90 mL. 

- Glicerol - Middlebrook al 10% 
glicerol 10 mL. 
medio de cultivo Middlebrook 90 mL. 

- Medio de leche 
leche en polvo (svelty) 20 gr. 

agua Mueller-Hinton 2.1 96 
glicerol 20 mL. 

Para obtener mejores resultados con este ultimo se hacen alicuotas de 3 0 5 
mL. y se guardan en refrigeracion a 4°C.(8) (9) (11) (22) 

Estos medios se esterilizaron a 15 tb/pg’ de presién durante 15 minutos 

asegurando asi un medio estéril para evitar desarrollo de otros microorganismos 

que puedan interferir con éste estudio. 
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RESULTADOS 

  

  

  

  

  

  

  

  

    

  

  

   
   
    

     
  

  

MEDIO DE GLICEROL-AGUA 
i Resiembra % dela 

NUMERO | tra Rasiombra | después de | resiembra 
congetar congelada 

1 + + 100% 
2 + + 100% 
3 + + 700% 
4 ++ ++ 100% | 

“Ss ++ +t “400% 7 

a ce +e 100% 7 
; 7 ++ + 

8 wpe 
a wt + 
P10 ++ ++ 

1 as + 
“420 a 7 
43 ++ 96 
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97.8 
3.00 
3.06% 

  

  

  

    

  

  

      

  

  
  

  

  
  

    

MEDIO DE GLICEROL-7H9 

5 Resiembra % de la 
NUMERO {ra Resiembra después de resiembra 

- © congelar congeiada 
1 ++ ++ 100% 

2 + 00% I 
[3 + ae 100% { 

| wT =< 100% i 
on) TTT T 100% + 

& 100%" i 
7 + 100% 
BT +e YT 100% 7 

os He 100% 
[10° + | 100% 

1 + 100% 
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MEDIO DE LECHE 
. Resiembra % dela 

NUMERO tra Resiembra después de fesiembra 
= 100% 

cangelar congelada 

7 ++ ++ 100% 

Media = 93.5 
DS = 5,00 
  

CV = 5.34% 
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RESULTADOS 

Se trabajo con 48 cepas y cabe aclarar que todas las que estan marcadas 

con (++) son cepas que no se pudieron contar precisamente debido a que eran 

colonias confluentes y se siguié el criterio de resultados de los cultivos segun la 

CDC. Las demas cepas son cultivos de (+) pero para poder obtener resultados 

cuantificables se puso el numero de colonias que se contaron y asi poder hacer 

calculos y comparar los diferentes medios de criopreservacién. 

Los coeficientes de variacién de los diferentes medios de criopreservacion 
obtenidos en este proyecto son. 

Medio de leche 

CV = 5.34 % 
Medio de glicerol-agua 

CV=417% 
Medio de glicerol-middlebrook 

CV = 3.06 % 

Si observamos los resultados de los diferentes coeficientes de variacién de 
los medios utilizados en este estudio, utilizando los porcentajes de las colonias 
que subsistieron y transformando dichos porcentajes en numeros relativos, lo 
cual es valido para fines de control de calidad, se observé que los 3 medios 
utilizados son buenos para hacer una criopreservacién a —70° C. lo cual era el 
objetivo de este proyecto. 

También podemos evidenciar que el mejor medio fue el de glicerol-7H9 o 
Middlebrook, por su CV que es bastante pequefio. 

Una muestra mas de que se llev6 un estricto control de todos los pasos 
realizados en este trabajo es que las muestras no presentaron contaminacién 
alguna. (ver tablas de resultados) 
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DISCUSION DE RESULTADOS 

Los resultados obtenidos en este proyecto fueron satisfactorios puesto que 

no hubo ninguna cepa que se perdiera, por lo tanto podemos recuperar cepas 

con este método al cabo de 3 meses sin temor a perderlas utilizando cualquiera 

de estos medios. 

Con ta bibliografia revisada nos dimos cuenta que no solamente se pueden 

guardar cepas de micobacterias durante 3 meses, sino que las podemos tener 

en criopreservacion hasta por 5 arios. 

Después de obtener los resultados se tomaron 20 cepas al azar y se les 

realizaron las pruebas bioquimicas que nos ayudaron a la identificacion de 

dichas cepas, como son, niacina y reduccién de nitratos, obteniendo los mismos 

resultados que antes. Con lo cual se comprobé que las micobacterias no 

perdieron sus caracteristicas fenotipicas. 

Comparando los resultados obtenidos, nos podemos dar cuenta facilmente 

que el mejor medio para la criopreservacion es el medio de glicerol-7H9 y el 

menos util para éste fin es el medio de leche. 

El medio de leche que fue preparado en el INER y probado para este 

proyecto, presenté algunos contratiempos, puesto que en las primeras revisiones 

periddicas de los cultivos de resiembras, algunos grumos de éste medio se 

podian confundir con cepas de micobacterias; pero conforme paso el tiempo 

dichos grumos se disolvieron con la temperatura de incubacion y daban paso a 

una mejor lectura de los cultivos. 

En una opinion muy particular, creo que el mejor medio de criopreservacion 

para cepas de micobacterias es el de glicerol-7H9 por los resultados obtenidos y 

por la sencillez dei método. 

Con los resultados obtenidos en este trabajo, el Laboratorio de 

Micobacterias del INER esta utilizando el medio de glicerol ~ 7H9 para conservar 

sus cepas de micobacterias con resultados satisfactorios. 

Si comparamos los resultados obtenidos en éste trabajo y los resultados 

que obtuvo en su trabajo George P. Kubica podemos ver que son muy similares 

y con esto se comprueba que el trabajo es reproducible y si vemos los resultados 

del medio de leche que es un medio que no se habia probado o del cual no se 

tiene referencia bibliografica también podemos ver que es un medio bueno para 

este fin. 
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CONCLUSIONES 

- En conclusion podemos decir basicamente: 

Que todos los medios evaluados son buenos para fa criopreservacion de 

micobacterias. 

El mejor medio que se utilizo fue el medio de glicerol - 7H9 puesto que tuvo 

un C.V.= 3.06 en comparacién con los demas. 

La criopreservacién a - 70° C no cambié las caracteristicas fenotipicas del 

Cultivo. 
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ANEXO 

En este anexo podemos ver los procedimientos que se llevaron a cabo para 

llegar a la identificacion de las micobacterias y asi poder entender mejor la 

obtencion de las colonias, con las cuales se realiz6 este proyecto. 

IDENTIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS 

Se basa en sus propiedades de cultivo, fisiologicas y bioquimicas, otras 

propiedades utiles para su identificacion son ta estructura antigénica y la 

patogenicidad en animales de laboratorio.(3) (5). 

Los procedimientos de identificacin de micobacterias no son dificiles, pero 

para llevarlos a cabo hay que familiarizarse con los principios de la serie de 10 

pruebas diferenciales y los puntos finales de las reacciones de prueba; las 

pruebas para la identificaci6n de las micobacterias de importancia clinica, 

dependen de diferentes grados de reaccion, mas bien que la presencia o 

ausencia de la reaccion y muchas especies de micobacterias pueden 

identificarse solamente por diferencias cuantitativas de las reacciones 

enzimaticas tanto de productos como de actividad.(6) (7) 

El resultado de una sola prueba no es util para ta identificacion, ya que las 

especies de micobacterias pueden variar en sus propiedades caracteristicas. La 

tipificacisn de micobacterias se inicia por la seleccién de colonias BAAR positivo 

proveniente de medio LJH o 7H10 y 7H11. En estos medios muestra una 

morfologia colonial determinada en LJH M. tuberculosis tiene colonias secas 

rugosas y en forma de coliflor, la morfologia colonial de otras micobacterias 

suelen ser lisa y blanda y puede presentar pigmento. 

La velocidad de crecimiento es caracteristica diferencial util para identificar 

especies conjuntamente con la produccién de pigmento y la fotorreactividad del 

mismo.({21) 
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LAS ETAPAS QUE SE LLEVARON ACABO FUERON: 

IDENTIFICACION Y REGISTRO DE LAS MUESTRAS 

*Preparar la lista de trabajo con los nombres de ios enfermos a quienes 

corresponden las muestras que se van a procesar, colocando frente a cada uno 

el numero correlativo de laboratorio. 
*Colocar las muestras a procesar sobre la mesa de trabajo en linea 

horizontal en el mismo orden que tienen en la lista. 

*Numerar en e! cuerpo del envase cada una de ellas con el numero 

correlativo correspondiente. Este ntimero debe ser para cada muestra el mismo 

en la lista de trabajo, en el envase y en ei portaobjetos.(19) (21) 

GUIA TECNICA PARA EL EXAMEN MICROSCOPICO EN 
TUBERCULOSIS 

El examen microscépico por baciloscopia es la técnica fundamental en toda 

investigacién bacteriolégica en tuberculosis tanto para el diagnéstico como para 

el control del tratamiento. 

El procedimiento se basa en la capacidad de las micobacterias para 

incorporar y retener ciertos colorantes ante la accién de acidos y del alcohol, 

propiedad conocida como acido-alcohoi resistente.(10) (13) (14) (15) 

PROCEDIMIENTOS Y TECNICAS DE LA BACILOSCOPIA 

El area de trabajo para baciloscopias requiere de una mesa de por lo menos 

1m por 50 cm, recubierta de un material que pueda desinfectarse facilmente con 

soluciones germicidas como el fenol al 5%. Proximo a esta area debe existir un 

lavamanos dedicado a la coloracidén de los extendidos.(3) 
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IMPLEMENTACION DE LA TECNICA DE BACILOSCOPIA 

Los elementos que se requieren para efectuar la técnica son sencillos, de 

bajo costo y habitualmente estan disponibles alin en laboratorios de nivel basico. 

EQUIPO Y MATERIAL 

a) Microscopio, binocular o monocular, con objetivo de inmersion que 

asegure el buen funcionamiento. 

b) Envases para muestras, aplicadores de madera, porta objetos, varillas de 

vidrio para soporte de la tincién, frascos para soluciones colorantes y de 

decoloracién, mechero de gas o alcohol, lapiz graso o de diamante, recipiente 

para eliminacién de! material contaminado. 

PREPARACION DEL EXTENDIDO 

*Con un lapiz graso trazar una linea divisoria obteniendo un tercio 

destinado a la numeracién y dos tercios al extendido. 

*Sobre las partes del extendido con un aplicador se coloca una particula de 

la muestra haciendo presion sobre dicha particula y extendiéndola de modo 

uniforme mediante movimientos circulares sobre los dos tercios del porta objetos. 

Para lograr un grosor homogéneo en el extendido se realizan movimientos 

de vaivén con el mismo aplicador apoyado horizontalmente hasta lograr una 

pelicula uniforme. 

No se recomienda usar asa metalica porque no se hace un extendido 

homogéneo y al flamear dicha asa se producen aerosoles que son peligrosos 

para el operador. Ademas si se descuida fa constancia de su esterilizacion puede 

dar lugar a errores. 

*Terminando el extendido se desechan los aplicadores en un recipiente que 

contenga una solucion fenol 5%. 

*Cerrar el envase y colocarlo en otro lugar destinado a muestras 

procesadas. 

Pasar por Ja flama del mechero los bordes del porta objetos y colocarios 

sobre la repisa para que se seque a temperatura ambiente. 
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*Al estar secos se fija a cada laminilla con el extendido hacia arriba, 

pasandola dos o tres veces sobre la llama del mechero. 

*Se colocan los porta objetos ya fijados en otra repisa o en el puente de 

tincién. (3) 

TINCION DEL EXTENDIDO 

La técnica mas apropiada es la de Ziehl-Neelsen consta de las siguientes 

etapas: 

A) COLORACION 

1. Se colocan los frotis conservando el orden numérico, sobre el puente de 

tincién dispuesto en ei lavamanos. 

2. Se cubre !a superficie del extendido con Fucsina fenicada previamente 

filtrada. 

3. Con la llama de un hisopo de ailgodén humedecido con alcohol calentar 
suavemente por debajo de las laminillas cubiertas con Fucsina hasta la emisién 
de vapores blanquecinos visibles. 

4. Se elimina la Fucsina tomando el portaobjetos por los bordes de! extremo 
numerado, entre el pulgar y el indice o con una pinza, inclinandolo hacia 

adelante y lavandolo con agua a baja presién. 

5. Se gira la laminilla para lavar la cara inferior, eliminando la Fucsina, que 
ha escurrido hacia ella. 

6. Este procedimiento dura alrededor de 5 minutos. 

B) DECOLORACION 

1. Se cubre el extendido con alcohol acido al 3%. 
2. Se toma la laminilla por los bordes del extremo numerado y se efectda un 

suave movimiento de vaivén, de modo que el alcohol acido vaya decolorando la 
Fucsina, cuando la solucién decolorante adquiere una coloracién roja se lava con 
agua y si es necesario, decolorar nuevamente. 
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3. Se elimina el alcohol acido, lavando la laminilla con agua a baja presion 

se considera decolorado el extendido cuando sus partes mas gruesas solo 

conservan un ligero tinte rosado. 

4. Esta operacion tarda alrededor de dos minutos. 

C) COLORACION DE CONTRASTE 

1. Se cubre a superficie del extendido con azul de metileno durante 1 

minuto 

2. Se elimina el azul de metileno y el porta objetos se tava con agua a baja 

presion, por la superficie del extendido como por su cara inferior. 

3. Las laminas ya teflidas se secan a temperatura ambiente colocandolas 

verticalmente sobre el papel absorbente y limpio, apoyados sobre una repisa.(3) 

(13). 

OBSERVACION MICROSCOPICA 

1. Se emplea un microscopio equipado con objetivo de inmersién (100X) 

Se coloca una gota de aceite de inmersién sobre el extendido y se procede 

a enfocar acercando el objetivo, hasta tocar 1a superficie de la gota de aceite 

con el objetivo de inmersién, en seguida se ajusta con al tornilto micrométrico. 

2. Cada campo microscépico se divide mentalmente en 4 cuadrantes como 

la esfera de un reloj. La lectura se inicia en el cuadrante superior derecho y, se 

continua con los otros en sentido de las manecillas de! reloj. Debe observarse en 

superficie y en profundidad, utilizando constantemente el tornillo micrométrico. 

3. La observacién microscépica debe establecer en primer termino si se 

encuentran o no bacilos acido-alcohol resistentes en el extendido y si los hay el 

numero promedio aproximado por campo microscépico. Los bacilos aparecen 

como bastoncillos delgados, ligeramente curvos, tefidos de rojo, generalmente 

con granulos mas coloreados en su interior, aislados, en parejas o en grupos 

sobre el azul claro de la tincién de contraste. 

4. Se debe seguir una pauta uniforme de observacién, leyendo de izquierda 

a derecha del extendido, después hacia abajo y de derecha a izquierda y asi 

sucesivamente. Se debe leer como minimo 100 campos. 

5, El numero de campos observados varia segun la cantidad de bacilos. 
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*Si no se encuentran bacilos acido alcohol resistentes o hay menos de un 

bacilo por campo en promedio, se examinan al menos 100 campos 

microscépicos utiles. 

*Si se encuentran de 1 a 10 bacilos por campo en promedio, es suficiente la 

observacién de 50 campos. 

*Si se encuentran mas de 10 bacilos por campo en promedio, basta con la 

observacion de 20 campos. 

6. Terminada la observacién se limpia el aceite de inmersion del objetivo 

con papel suave o gasa, absorbiendo el aceite sin frotar la superficie del lente. 

7. El frotis se sumerge en xilol, se escurre para eliminar el aceite y se 

archiva para un consecuente control de calidad. (3) 

INFORME DE RESULTADOS 

Los resultados se informan de la manera siguiente: 

NEGATIVO (-): No se encuentran bacilos acido-alcohol resistentes en 100 

campos observados. 

POSITIVO (+): Menos de un bacilo por campo en promedio, en 100 campos 

observados. 

POSITIVO (++): De uno a 10 bacilos por campo en promedio en 50 campos 

observados. 

POSITIVO (+++): Mas de 10 bacilos acido-alcohol resistentes por campo en 

20 campos observados. 

*Si en una lamina se observa entre 1 y 4 bacilos en 100 campos se 

recomienda !a siguiente conducta: 

a) Ampliar la lectura a 200 campos. 

b) Si no se encuentran mas bacilos hacer otro extendido de la misma 

muestra. 

c) Si la lectura de este extendido no modifica el resultado anterior la muestra 

debe informarse como negativa, consignar el hallazgo de 1 a 4 bacilos en el libro 

registro de laboratorio solicitar una nueva muestra del paciente. Es conveniente 

hacer un cultivo en este tipo de muestras.(3) (19) (21) 
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REACTIVOS Y COLORANTES 

Todos los reactivos y colorantes deben ser de calidad, fucsina basica, azul 

de metileno, fenol en cristales, Acido clorhidrico, alcohol etilico de 95°, agua 

destilada y aceite de inmersion. 

CONSERVACION DE REACTIVOS 

Se recomienda preparar cantidades suficientes de colorantes para un 

consumo no mayor de un mes, los cuales se deben mantener en un frasco 

ambar. 

TEMPERATURA DE DESARROLLO MAXIMO DE LAS 
MICOBACTERIAS 

Con base en la temperatura de maximo desarrollo, las micobacterias se 

clasifican en: terméfilas, que desarrollan mejor a 40 C 0 mas, ejemplos de M. 

avium y M_xenopi; mesofilas, que desarrollan a 37 C, a animales; y psicrofilas, 

que crecen mejor a 20 C o menos de temperatura por ejemplo_M. marinum, M. 

ulcerans y las micobacterias que afectan a los animales de sangre fria.(12) 

  

  

CARACTERISTICAS DEL CRECIMIENTO 

Las micobacterias obtienen energia de ‘a oxidacion de muchos 

compuestos sencillos de carbono (como glucosa a glicerol). la mayoria de las 

micobacterias crecen en medios simples con glucosa, sales de amonio, sulfato 

de magnesio y fosfato de potasio. 

Estas bacterias pueden cultivarse a partir de muestras clinicas en medios 

como LJH, 7H9, 7H10 y 7H11, entre otros, y no requieren de vitaminas u otros 

factores complejos de crecimiento; la excepcién son: M. paratuberculosis que 

requiere de micobactina y M. leprae el cual no ha sido posible cultivar in vitro. 
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Estas micobacterias son prototréficas para todos los aminoacidos, bases 

puricas y pirimidicas, y sdlo algunos elementos mas son necesarios en su 

metabolismo (potasio, azufre, fosforo y magnesio). 

Sus actividades bioquimicas no son caracteristicas y su velocidad de 

crecimiento es mas lenta que la mayorfa de las bacterias.(3) 

EL MEDIO DE CULTIVO: 

El medio de cultivo utilizado en este proyecto se llama Léwestein-Jensen 

que contiene en gramos por cada 600 mL.: 

Potasio dihidrogenofosfato 2.50 gr. 

Magnesio suifato 0.24 gr. 

Magnesio citrato 0.60 gr. 

L-asparagina 3.60 gr. 

Fécula de papa 30.0 gr. 

Verde malaquita 0.40 gr. 

Si es para M. tuberculosis u otras bacterias gliceréfilas, afiadir 12 mL de 

glicerina y calentar hasta e! punto de ebullicion agitando constantemente. Para 

su uso afiadir al substrato enfriado a unos 50 °C un litro de homogeneizada de 

huevo libre de burbujas, mezclar homogéneamente sin formar burbuja. Envasar 

en tubos estériles con tapén de rosca o de hule. Dejar coagular, calentando dos 

veces con un intervato de 24 horas a 85°C durante 45 minutos en posicién 

inclinada en un gabinete de solidificacién de suero o una olla de presién saturada 

de vapor de agua. Después de este procedimiento se deja el tubo en forma 

inclinada con medio de cultivo en pico de flauta y esta listo para realizar el 

cultivo.(13) 
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PRIMER NIVEL DE DIFERENCIACION DE LAS 

MICOBACTERIAS 

Cuando hay desarrollo de colonias en un cultivo sugestivo de ser 

micobacterias, como pasa previo a las pruebas de diferenciacion se hace un 

extendido sobre un portaobjetos al que se ha agregado una gota de agua 

destilada. Se fija y se tifie con la técnica de Ziehl Neelsen y se observa al 

microscopio para comprobar la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes. 

Se anotan ademas los siguientes datos: 

*Morfologia. 

*Tamafo. 

*Otras caracteristicas. 

DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS DEL CULTIVO 

VELOCIDAD DE DESARROLLO 

En medio de cultivo Lowestein-Jensen, sembrar diluciones bacilares que 

permitan determinar fa velocidad de desarrollo, las caracteristicas de las colonias 

(forma, color, etc.) y ta temperatura éptima de crecimiento.(12) (13) 

PRUEBA DE LA NIACINA (KONNO). 

Determina la presencia de acido nicotinico. Es una prueba basica para 

hacer la diferenciacion de M. tuberculosis y de tas otras micobacterias. 

REACTIVOS 

a) Bromuro de ciandgeno, solucién acuosa al 10% 

b) Anilina, solucion alcohdlica al 4%. 
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METODO 

14. A un cultivo con abundantes colonias de no menos de 4 semanas de 

desarrollo, agregar 1 ml de agua destilada estéril. 

2. Romper el medio con el asa a fin de facilitar la difusién de fa Niacina. 

Dejar el tubo inclinado durante 15 minutos. 

3. Colocarse nuevamente el tubo en posicién vertical y extraer el liquide con 

una pipeta provista de propipeta, pasarlo a un tubo limpio y agregar 0.5 mL de la 

solucién de bromuro de ciandégeno y 0.5 mL de ja solucién de anilina. 

CONTROLES 

Control positivo: M. tuberculosis 

Control negativo: sdlo reactivos. 

LECTURA E INTERPRETACION 

Coloracién amarilla significa presencia de Niacina. 

NOTA: Al finalizar la prueba debe agregarse a los tubos una solucion de NaOH, 

ya que el bromuro de cianédgeno en presencia de acido, se convierte en acido 

cianhidrico, que es muy toxico.(3) 

PRUEBA DE REDUCCION DE NITRATO (VIRTANEN). 

1.- Poner de 3 a 4 gotas de agua destilada estéril en un tubo de ensaye. 

2.- Emulsificar una asada de un cultivo de 3 a 4 semanas ( menor de 30 dias) 

3.- Afiadir 2 mL de solucién buffer de nitratos e incubar a 37° C por 2 horas. 

4.- Acidificar con una gota de acido clorhidrico 1 a 2. 

5.- Afiadir 2 gotas de sulfanilamida. 

6.- Agregar 2 gotas de n-naftilendiamina. 

7.- La presencia de una coloracién roja en un lapso de 30 a 60 segundos nos 

indica un resultado positivo para bacterias reductoras de nitratos. 
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REACTIVOS 

Buffer de nitratos 

Acido clorhidrico 1 a 2 
Sulfanilamida 

a Hidrocioruro de n-naftilendiamina(3). 

INFORMACION DE RESULTADOS DE LA METODOLOGIA 

BASICA DE TIPIFICACION DE MICOBACTERIAS 

Los cultivos Niacina positiva seran informados como M. tuberculosis. 

Los resultados positivos para reduccion de nitrato apoyan al diagndéstico de 

M. tuberculosis. 

Los cultivos Niacina negativa podran presentar las caracteristicas 

diferenciales a las cuales se les debe hacer otras pruebas para M. bovis. 

Si hay buen desarrollo a 37 °C se pueden diferenciar dentro de tres grupos 

de Runyon: 

Micobacterias fotocromégenas 

Grupo | de Runyon 

Micobacterias escotocromdgenas 

Grupo I! de Runyon 

Micobacterias no cromégenas 

Grupo II de Runyon 

En las cepas niacina negativas que se hallan desarrollado mejor en el medio 

Stonebrink, deben emplearse las pruebas para determinar si se trata de M. bovis. 

(3) 
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