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si piensas que te gustaria ganar
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Introduccion

La tuberculosis es una infeccion bacleriana producida por microorganismos
del compleio Mycaobacterium tuberculosis (M. tubereufosis, M. microti, M bovis y M.
africanum). Es transmitida principalmente a través del aire, por gotas de saliva
excretadas por individuos con enfermedad pulmonar. Estas son fuentes
infectantes cuando expectoran suficientes bacilos como para ser detectados en la
baciloscopia, aunque se ha demosirado que pacientes con baciloscopia negativa
(paucibacilares), también son capaces de infectar a las personas cercanas a
ehos.!2

La tuberculosis es uno de los problemas de salud mas importante a nivel
mundial. En 1993, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) declard a la
tuberculosis como un problema emergente. La incidencia de tuberculosis para el
ano 2000 fue de 10.2 millones de nuevos casos v 3.5 millones de mueres. Se
estima que para el afio 2005 se incremente a 11.9 millones de casos al afic en el
mundo.® Cerca del 95% de los casos nuevos y de las muertes s¢ presentan en
paises pobres, con tasas de incidencia que llegan a ser hasta de 500/100,000
habitantes en ciertas localidades.

Entre los factores que han contribuido al resurgimiento de la tuberculosis,
se encuentra la epidemia del Sindrome de inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), la
falta de adherencia a tratamiento, {a inmigracién, la falta de interés por parte del
gobierno en los programas de salud y los problemas socioeconémicos que se
presentan en paises en vias de desarrollo.* 7 Se estima que en el mundo existen
entre 14 y 15 millones de personas infectadas con el virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) y cerca de 6 milones de esas personas también estan co-
infectadas con M. fuberculosis.®

En México, entre 1941 y 1976, se observé una disminucidén en el nimero de
casos de tuberculosis pulmonar; sin embargo se ha observado un incremento a
partir de 1985.° En 1986 se realizo la primera Encuesta Nacional de Salud en el

pais y se cbservd que debido a las circunstancias en las que vive la poblacion en




las zonas rurales se estimé que habra para 1996 entre 41,000 y 59,000 casos
nuevos de tuberculosis en nuestro pais.™

Una situacién que empobrece mas el panorama de la tuberculosis es la
existencia de tuberculosis resistente a antituberculosos. Aunque no se conoce con
precisidn, se estima que entre 50 a 100 millones de personas en el mundo estan
infectadas con M. {tuberculosis resistente a uno o varios farmacos
antituberculosos. Durante los primeros 3 meses de 1991 el Centro de Control de
Enfermedades de Estados Unidos (CDC) reportd que 13 % de los casos nuevos
de tuberculosis son resistentes a por lo menos un antibidtico; presentandose
brotes causados por estas cepas entre personas infectadas con VIH. La
mortalidad asociada a estos casos fue de 72 a 89%.°

En 1995 se realizé un estudico de sensibiidad a agentes
antimicobacterianos en cepas de M. tuberculosis en B4 pacientes mexicanos,
donde se observd que la resistencia a isoniacida {INH) y rifampicina fue cuatro
veces mayor que la reportada por la OMS para México. En un estudio realizado
por el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion "Salvador Zubiran™ de
1995 a 1998 en la Jurisdiccidon Sanitaria No. 1 de Huauchinango, Puebla. se
encontrd resistencia primaria a INH de 11,9%, estreptomicina 4.2%, rifampicina
4.2%, etambutol 0.8% y multi-resistencia de 2.8%. La resistencia secundaria a INH
fue de 29.2%, estreptomicina de 8.3%, rifampicina de 18.7%, etambutol de 2.1% v
la multi-resistencia fue de 14.6%."" Datos semejantes se encontraron en un
estudio realizado por la Secretaria de Salud de México en colaboracion con el
Centro de Control de Enfermedades {CDC) en diferentes estados de la Republica

Mexicana.




Antecedentes

1. Taxonomia de M. tuberculosis

La taxonomia de fas micobacterias las agrupa de la siguiente forma:

Reino: Monera
Division: Bacieria

Orden: Actinomicetales
Familia: Mycobacteraceae

Género: Mycobacterium

La familia Mycobacteraceae tiene solo el género Mycobacterium. sin
embargo, estad constituida por 30 especies las cuales se caracterizan por ser
bacilos &cido-alcohol resistentes, aerobios, no mbviles, no esporulados. El
contenido de Guanina + Citosina en su genoma es de 62 a 70% y es similar al
encontrado en otras bacterias productoras de acidos micdlicos, como son
Nocardia (60 a 69%), Rhodococcus (59 a 69%), y Corynebacterium (51 a 59%}. E!
complejo Mycobacterium tuberculosis esta constituido por las especies M.

tuberculosis, M. bovis, M. microtti y M. africanum."

2. Estructura de la pared celular de M. tuberculosis

El género Mycobacterium esta formado por bacilos aerobios no esporulados
e inmdviles de 0.2-0.6 X 1-10um. Poseen una pared celular compieja con ur
esqueleto de peptidoglicano, moleculas de arabinomanana y Acidos micolicos
unidos por enlaces covalentes que forman un puente entre ta capa rigida y las
capas lipofilicas externas de la pared celular lo que le confiere rigidez al esqueletc

estructural.




Aproximadamente ef 60% del peso seco de la bacteria esta constituido por
lipidos libres de las capas exteriores de la céluta. Estos lipidos conlienen ceras
(ésteres de acidos grasos con alcoholes grasos), glucolipidos (compuestos
liposolubles formados por lipidos y carbohidratos unidos por enlaces covatentes) y
el factor corddn {6,6'dimicolato de trealosa) el cual se ha visto que esta asociado a
la virulencia de M. tuberculosis.” Debido a las caracteristicas de la pared celutar
M. tuberculosis se le considera un bacilo acido-alcohol-resistente (BAAR). Esto
significa que el bacilo no se puede tedir con las tinciones convencionales. Para
poder tefir el bacilo se necesita de la tincion de Ziehl-Neelsen (ZN) que se basa
en la aplicacién de calor para que la fucsina penetre dentro de la célula y se tifia el
bacilo.

3. Diagnodstico de tuberculosis

3.1 Manifestaciones clinicas

Las manifestaciones clinicas de la tuberculosis se describieron hace muchos
anos; sin embargo, su espectro es tan amplio que el diagndstico sigue siendo un
reto para el clinico.

Se debe sospechar de tuberculosis cuando existen antecedentes de
convivencia con personas que padecen tuberculosis pulmonar activa, ya que una
tercera parte de los contactos se infecta y de estos, 10% desarrolla enfermedad
dlinica, la mitad en el primer afo y la otra mitad en el transcurso de su vida.'*

La tuberculosis pulmonar se clasifica en infeccion primaria y en enfermedad
por reactivacion. La primera forma se presenta en personas que nunca han tenido
contacto con M. tuberculosis. La mayor parie de los individuos infectados no
presenta sintomas y sélo se documenta la infeccion mediante la conversién del
Derivado Proteinico Purificado (PPD). La infeccién primaria asintomatica es
controlada generalmente en semanas o meses por medio de una infeccion
granulomatosa, la cual se observa como un nddulo calcificado en la radiografia de
torax. La infeccion primaria sintomatica es mas frecuente en nifios y adultos
lovenes, y se presenta con fiebre, ataque al estado general, tos y dolor pleuritico,




con o sin derrame pleural, la radiografia de térax muestra infiltrados pulmonares
dificiles de distinguir de una neumonia bacteriana, pero con adenomegalias en la
region parahiliar y mediastinal, lo cual sugiere é! diagnostico de tuberculosis. *>

Los BAAR de M. tuberculosis que permanecen viables en los granulomas son
los causantes de la enfermedad por reactivacién. Esta forma representa mas del
90% de los casos de tuberculosis pulmonar sintomatica.'® En un enfermo con
sisterna inmuno-competente las manifestaciones clinicas son: fiebre de predominio
vesperting, diaforesis profusa, perdida de peso y tos que en una tercera parte de
los pacientes es hemoptoica. En mas del 90% de los casas de tuberculosis
pulmonar la radiografia de térax muestra infiltrados alveolares con tendencia a
consolidar areas con lesiones fibronodulares o cavernas en los segmentos
apicales y posteriores del [Gbulo superior 0 en los segmentos superiores dei lobule

inferior.'®
3.2 Baciloscopia

Debido a las caracteristicas de la pared celular de M. tuberculosis se
considera acidorresistente. La mejor  explicacién  acidorresistente de  ias
micobacterias se basa en el principio de una barrera fipidica, debido al caracter
hidrofobico de la pared celular de la micobacteria, la penetracion de la fucsina
dentro de la célula es favorecida por el calor {método de Ziehl-Nieelsen) o por la
adicién de un detergente al colorante (método de Kinyoun).'?

Se ha estimado que para observar una baciloscopia directa positiva se
necesitan aproximadamente de 5 X 10° a 1 X 10° BAAR/mML de esputo. Lz
sensibilidad de esta tincién varia entre 22-80% pero su especificidad es del
95%-17,18

Para incrementar la sensibilidad de la baciloscopia se ha utilizado 'a tincion
fluorocromica. Esta tincion se basa en que las bacterias cuando se fifien con
fluorocromos los bacilos son amarillo brillante (auramina) o naranja rojo {rodamina)
contra un fondo oscuro, eslo permite observar los bacilos brillantes con bajc

aumento y se puede leer un mayor nimero de campos en menos tiempo.™® Lz




tincion fluorocromica tiene alta sensibilidad pero baja especificidad, por ello, se
recomienda que cuando |a tincion de auramina-rodamina (A-R) es positiva se debe
confirmar con tincidn de ZN.

Los factores que influyen en ia observacion de [a baciloscopia son: el tipo
de muestras examinadas, técnicas de tincién, la velocidad de centrifugacion de la

muestra y la experiencia del lector.

3.3 Cultivo de M. tuberculosis

Segin {a Norma Oficial Mexicana NOM-31-octubre-2000 el cultivo de M.
tubercuosis se indica cuando se sospecha resistencia a los antimicrobianos de
primera linea, si las baciloscopias son negativas, cuando el cuadro clinico sugiere
tuberculosis y como apoyo para {a investigacion epidemiolégica.

Ei aislamiento de M. tuberculosis de esputo representa un problema para el
laboratorio, ya que el tiempo de replicacion de M tuberculosis es de
aproximadamente 20 a 22 horas, mientras que la flora normal de la boca como
enterobacterias y cocos gram positivos presentes en el esputo pueden tener
tiempos de replicacion de 30 a 60 minutos.?* Esta tasa desproporcionada de
crecimiento entre la flora normal y M. tuberculosis puede dar como resultado la
acumulacidon de productos de desecho del metabolismo de las bacterias
contaminantes, lo que produce un ambiente inadecuado en el esputo para la
canservacidn de M. tuberculosis. Por este motivo, el aislamiento efective de la
micobacteria depende de la eliminacion selectiva de las bacterias contaminantes.
Cuando se realiza el cultivo de esputo, es necesario descontaminar con un agente
quimico para reducir €l exceso de bacterias contaminantes. digerir las proteinas
que forman el moco y concentrar los bacilos por centrifugacion.

El alto contenido lipidico en Ia pared celular de {as micobacterias las hace
mas resistentes a la destruccion por soluciones acidas o alcalinas, en tanto que
las bacterias contaminantes, mueren facilmente con este tipo de soluciones.

Entre las soluciones descontaminantes mas utilizadas en la actualidad se

encuentran NaQH, acido oxalico, sulfato trisédico solo o combinado con cloruro de




benzalconio {Zephiran), cada uno de ellos con ventajas y desventajas para fa
recuperacion de M. fuberculosis (Tabla 1). El tiempo de exposicién a las
soluciones descontaminantes se debe controlar cuidadosamente para evitar la
destruccion de M. tuberculosis y obtener cultivos falsos negativos.' ¥

En respuesta a ta necesidad de mejorar la recuperacion de M. fuberculosis,
Kubica® desarrolld una solucion de digestion-descontaminacion que contiene
NaOH y N-acetil-L-cisteina (NALC). El NALC es un agente mucglitico que puede
digerir e! moco rompiendo las uniones disulfuro. La ventaja del procedimienta det
método NALC es la adicién de un volumen grande de amortiguador de fosfatos
para neutralizar ei pH, eliminar las sustancias tdxicas, y disminuir la densidad de
los bacilos para mejorar la sedimentacion por centrifugacidn y meijorar la

concentracion de los bacilos.




Tabla 1. Agentes utilizados para la digestion-descontaminacion de las muestras de

esputo.

Agente

Comentario

N-acetil-L-cisteina (NALC) + NaOH al 2%

Sclucion de descontaminacion con NALC
para liberar las micobacterias atrapadas en
el moco. Tiempo méaximo de exposicion a
NaCH 15 min.

Di-tiotreitol + NaOH al 2%

Agente mucolitico muy efectivo usado con
NaOH al 2%. E| di-tiotreitol es mas costoso
que el NALC. Tiempo maximo de exposicion
- 15 min.

Fosfato trisodico al 13% + clorure de

Benzalconio (Zephiran)

No es necesaric controlar el tiempo de
exposicidn a esta solucion. El Zephiran
lecitina e

debe ser neutralizado con

inoculado en medio de Léwenstein Jensen.

NaOH al 4%

Es la solucion de descontaminacion mas
utlizada en los laboratorios. El tiempo de
exposicion maximo es de 15 minutos.

Fosfato trisédico al 13%

l Puede

ser utilizada para la
descontaminacion de muestras cuando el
tiempo de exposicidn se puede controlar en
farma precisa. Este feactivo no es tan

efectivo cuando se utiliza solo.

Acido oxalico al 5%

Es Ofil para descontaminar muestras que
conlienen Pseudomonas aeruginosa.

Cloruro de cetilpiridinio al 1% + NaCl al 2%

Efectivo como solucidn de
descontaminacion para muestras de
expectoracion  enviadas por  correc

provenientes de pacientes ambulatorios. El
bacilo tuberculoso ha sobrevivido 8 dias de

|

transito sin perdida significativa.
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3.3.1 Medios de cultivo para el aislamiento de M. tuberculosis

A fines del siglo XIX las micobacterias no se pudieron recuperar en un
medio de cultivo a base de agar. Mediante la experimentacién se encontré un
medio de cultivo efectivo para aislar M. fuberculosis que contenia huevos enteros,
fécula de papas, glicerol y sales, y fue coagulado por calentamiento de 85° a 95°C
durante 30 a 45 minutos ¥ le llamaron medio de Lowenstein Jensen (LJ).
Actualmente se cuenta con diversos medios de cultivo para el aislamiento de M.
fuberculosis como LJ, Petragnani, agar Middlebrook 7H10 y agar Middiebrook
7H11.2% El medio LJ es el mas usado en los laboratorios de diagnéstico clinico, sin
embargo, el tiempo de crecimiento de M. tuberculosis en este medio es
aproximadamente de 4 a 8 semanas. Por estas razones, los fabricantes de medios
de cultivo han desarrollado otros medios mas eficientes para el crecimiento mas
rapido de M. tuberculosis, que pueden ser manuales, semi autcmatizados y
automatizados.?*

Entre los medios usados con procedimientos manuales. se encuentran el
medio Middlebrook 7HS, caldo Dubos, medio Septi-Chek, medio del tubo indicador
de crecimiento micobacteriano {(MGIT);** entre los medios semiautomatizados se
encuentra el medio radiométrico 12B y entre los automatizados estan: MB/BacT
Alert (Organon Teknika Durham, NC), el sistema ESP Myco (Difco Laboratories
Detroit, Michigan) y MGIT (Becton Dickinson, Cockeysville, MD).Z%

En la dlima década se han realizado estudios en donde se ha observado
que para mejorar |la recuperacion de MTB es necesario inocular la muestra en dos
medios de cultivo, uno sdlido (7H10, 7H11, LJ) y uno liguido (7H9, MGIT, 12B,
MB/BacT Alert). El método estandar en el mundo es el radiométrico en donde se
usa el medio 12B y en e cual se ha observado la recuperacion de M. fuberculosis
en un tiempo promedio de 14 dias. Estudios han informado que el medio 12B es
capaz de detectar en 12 a 13 dias un indculo de 200 bacilos de M. tuberculosis
viables, y cuando el tiempo de incubacion se prolonga, este medio es capaz de

detectar cantidades tan pequefias como 20 bacilos.?




3.3.2 Condiciones para el crecimiento de M. tubercuiosis

Las condiciones optimas de crecimiento de M. tuberculosis son temperatura
37°C y atmosfera de 5-10% de CO. A pesar de que M. tuberculosis es un
microorganismo aerobio estricto, necesita de atmosfera de CO; para poder fijar

algunas enzimas importantes de su metabolismo.

3.3.3 Identificacién del complejo M. tuberculosis

La identificacion del complejo M. tuberculosis se puede realizar por métodos
bioquimicos convencionales, o por métodos moleculares. La seleccién de las
pruebas bioquimicas se basan en la clasificacion de Runyon.?® Las pruebas
principales que se utilizan para su identificacidon son: microscopicamente [os
bacilos se observan en forma de cordones, son de crecimiento lento, ias colonias
s0Nn rugosas, no cromogenas, producen niacina, reducen nitratos a nitritos y no
producen catalasa termoestable.?* 3

Con el método radiométrico es posible realizar la identificacion de M.
luberculosis en forma presuntiva con la prueba de p-nitro-a-acetilamino-f-
hidroxipropiofenona (NAP). El NAP es un precursor del cloranfenicol que inhibe
selectivamente el desarollo del complejo M. tuberculosis pero no inhibe el de
Mpycabacterium spp. Con este método es posible obtener la identificacion en tres
dias.®

El método molecular mas usado para la identificaciéon del complejo M.
tuberculosis son las sondas de acidos nucleicos (ACU-Probe; Gene Probe, San
Diego, CA).>' Este método se basa en la hibridacion del DNA obtenido de la cepa
con una sonda especifica del RNA ribosomal 16S disefada de una cepa de
referencia (H37Rv) marcada con éster de acridina, si hay hibridacién genera luz, la
cual es medida en un lumindmetro. Ctro método molecular es la amplificacion por
la reaccion de la polimerasa en cadena (PCR) de la secuencia de insercion /S6110

presente s6lo en M. tuberculosis. ™%




Existen otros métodos mas sofisticados para la identificacion de M.
tuberculosis 10s cuales se basan en la identificacion del perfil de 4cidos micolicos
presentes en la pared celular de la micobacteria. Entre estos métodos se
encuentran la cromatografia liquida de alta presion (HPLC} vy la cramatografia gas-
liquido."? Estas nuevas alternativas son igual o mejores que los métodos de
identificacion convencional y mas rapidos, sin embargo sus inconvenientes son el

costo alto y la necesidad de personal especializado.
3.3.4 Pruebas de susceptibilidad

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana se deben realizar en todos
aquellos aislados clinicos de M. tuberculosis en donde el paciente tuvo falla a
tratamiento, recaida, tiene VIH y ante la sospecha de resistencia secundaria por
falta de adherencia al tratamiento, antecedentes geograficos o por el contacto
laboral. Sin embargo, para realizar estas pruebas es necesario contar con el
aislado clinico. Por ello, es necesario contar con laboratorios especializados.

Las pruebas de susceptibilidad se deben hacer inicialmente a los antibidticos
de primera linea: estreptomicina, isoniacida, rifampicina y etambutol. Sdlo si la
‘cepa es resistente a estos antibidlicos se deberan hacer pruebas de
susceptibilidad a antibidticos de segunda linea en laboratorios con experiencia

para obtener resultados fidedignos.* **




4. Condiciones de almacenamiento del esputo.

La coleccién y transporte de muestras para cultivo y examen microscépico
son procedimientos vitales para el diagndstico de tuberculosis. Actualmente,
existen cinco tipos de muestras respiratorias para el diagnéstico de tuberculosis
pulmonar: muestras de esputo de primera hora de la mafiana, esputo inducido,
aspiracion gastrica, lavados bronquiales y aspiracidn transtraqueal.

En la década de los 70’s se recomendaba que el paciente colectara las
muestras de esputo de 24 horas para obtener mayor cantidad de micobacterias y
mejorar la sensibilidad de la baciloscopia. Sin embargo esto aumentaba la
contaminacién bacteriana y de hongos de manera muy significativa.® En Ia
aclualidad se usan procedimientos de concentracion que son mas eficaces y
requieren tres muestras matinales para alcanzar el mismo grado de recuperacion.

La aspiracion gastrica se realiza en enfermos que no pueden expectorar. El
material aspirado se obliene a primera hora de la mafiana y se neutraliza
inmediatamente con bicarbonato de sodio, ya que las micobacterias no sobreviven
durante largos periodos de tiempo a pH tan acido como el jugo gastrico. Los
lavados bronquiales y el aspirado transtraqueal son realizados en pacientes
hospitalizados.

Habitualmente puede establecerse un diagnostico provisional de tuberculosis
por la demostracion de BAAR en esputo (baciloscopia). La OMS recomienda
realizar en cada paciente la baciloscopia en tres muestras de esputo para el
diagnéstico de tuberculosis pulmonar.?®

tna muestra del material apropiado y transportade de manera correcta puede
ofrecer la confirmacion bacteriolégica de la evidencia radioldgica o clinica de la
tuberculosis. La mejor muestra para hacer el diagnéstico de la tuberculosis
pulmonar es el esputo. E| esputo debe colectarse con las siguientes condiciones:
en rtecipientes limpios y desechables, deben sellarse y empacarse
cuidadosamente para evitar derrames o roturas. De preferencia se deben obtener
las tres muestras en dias sucesivos. La muestra se debe enviar al laboratorio lo

mas pronto posible, o de lo contrario refrigerarse.’®
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Debido a que el aislamiento de M. tuberculosis depende basicamente de la
obtencidn correcta de las muestras y de la eliminacion de baclerias
contaminantes, se deben dar ias siguientes indicaciones al paciente: se debe
enjuagar la boca antes de recoger el esputo para dejarla libre de alimentos o
drogas orales, se debe recoger sélo el material exudativo obtenido de los
pulmones después de una tos profunda, no debera dar descarga nasofaringea ni
saliva. _

La posibilidad de aislar M. tuberculosis aumenta si la muestra se procesa el
mismo dia en que fue colectada. En nuestro pais es frecuente que los pacientes
vivan en lugares distantes al laboratorio por lo que las muestras no son
procesadas de inmediato. En la actualidad no existen medios de transporte para
colectar y transportar esputo debido a que el medio idea! debe impedir la
sobrepoblacién de bacterias de la flora normal y permitir el aislamiento de M.
fubercufosis, ain cuando la muestra se procese dias después de haber sido
colectada sin refrigeracion.*®

Existen estudios en donde se almacenaron varias muestras de esputo en un
sblo contenedor con el fin de observar si se mejoraba la recuperacion de M.
tuberculosis o la observacion microscopica. Se demostrd que las mu'estras de
esputo que contienen M. luberculosis crecen mas rapido y con menos
contaminantes cuando el paciente expectora durante las primeras horas de la
manana.’®

4.1 Estudios previos sobre conservadores de esputo

Debido a que en ocasiones no es posible procesar la muestra de manera
inmediata, es importante contar con conservadores de esputo que nos permitan
aislar M. fuberculosis en muestras que se han recolectado tiempo atras.

En un estudio realizado en 1967 donde se compard la coleccion de esputo
durante 72 horas y el esputo colectado durante la mafiana para observar si se
mejoraba el aislamiento de M. tuberculosis, los investigadores utilizaron el

carbonato de sodio para retardar el crecimiento de contaminantes.*®




Otro estudio realizado en los 70's probé el cloruro y et bromuro de cetilpiridinio
con cloruro de sodio como medio para transportar esputo y realizar el cuttivo de M.
fuberculosis. En este estudio se observd que dichos compuestos quimicos no
alteraban las propiedades de tincidén de los BAAR, ni su viabilidad, durante un
lapso de por lo menos 14 dias a temperatura ambiente pero la recuperacion del
bacilo fue pobre.*® 4

En 1983, se describi¢ el efecto comparativo entre la Cloramina T y el borato de
sodio para la preservacion de M. bovis en muestras de tejidos, y observaron que la
solucidn saturada de borato de sodio fue mejor conservador que la Cloramina T
para la recuperacion de! bacilo.*' Otros estudios mostraron que si las muestras
eran transportadas en hielo o a temperatura ambiente por no mas de tres dias era

posible la recuperacién de M. tubercuiosis >

4.2 Generalidades sobre conservadores o preservadores

En la actualidad no existen conservadores de M. tuberculosis. Existen
sustancias quimicas capaces de inhibir o matar ciertos microorganismos y permitir
el crecimiento de otros. Estas son sustancias desde elementos metalicos pesados,
como la plata y el cobre, hasta moléculas organicas complejas como los
compuestos de amonio cuatermnario. Las diversas sustancias ejercen su efecto
antimicrobijano por diferentes vias y sobre diferentes grupos dé microorganismos.
También varian los efecios que tienen sobre las superficies o los materiales sobre
los que se aplican, en algunos no producen ningun efecto, mientras que otros son
destruidos.

Los conservadores o mejor conocidos como preservadores se han usado
en las industrias farmacéutica, cosmética y de alimentos. Ei preservador es un
agente quimico o fisico que previene la deterioracién biolégica del material que se
quiere preser\arar.43 Los compuestos de amonio cuatemano se encuentran entre
los mas usados. Estos han sido valorados en cuanto a su utilizacién como
desinfectantes, antisépticos y sanitizantes. El poder bactericida de estos
compuestos es frente a bacterias gram positivas, gram negativas y hongos, pero
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no matan ni inhiben las esporas bacterianas y fungicas ni son eficaces contra el
bacilo de la tuberculosis.

Se han propuesto varios mecanismos de accidn anttmicrobiana de los
compuestos cuaternarios, incluidas la inhibicion enzimatica, la desnaturalizacion
de proteinas y la destruccion de la membrana celular causando una pérdida de los
constituyentes vitales. Ejemplos de estos compuestos son: el cloruro de
banzalconio (Zephiran), el cloruro de benzetonio (Phemerol) v el cloruro de
cetilpiridinio (Ceepryn) los cuales se han usado en la industria alimentaria,

Ningin agente quimico antimicrobiano tiene todas las caracteristicas para
ser utilizado en forma general en la industria farmacéutica, cosmética y de
alimentos. Esto no es sorprendente debido a la variedad de condiciones de
temperatura, pH y concentracion en que los agentes son utilizados, las diferencias
en su mecanisme de accidén y los tipos de células microbianas que hay que
destruir. De los agentes quimicos usados como conservadores se encuentran las
soluciones alcalinas, las cuales tienen la funcién béasica de desnaturalizar
proteinas y la emulsificacion y saponificacién de lipidos. El carbonato de sodio es
usado comlnmente como alcali y sirve como agente amortiguador, el borato de

sodic puede ser usado como preservador de margarina, embutidos, carne,

pescado y frutas citricas.*®

4.3 Caracteristicas quimicas para un conservador de esputo

para ¢l crecimiento de M. tubercuiosis

De acuerdo a la experiencia en otras industrias y de las necesidades para
aislar M. tuberculosis, se consideran los siguientes puntos para la eleccion de un
agente quimico gue destruya la flora normal de la boca y permita el crecimiento de

los microorganismos de interés.




a) Actividad antimicrobiana

E! primer requisito del conservador es la capacidad de Ia sustancia para
matar a los microorganismos de la flora normal de la boca. El agente
quimico debe ser efectivo en la destruccién microbiana, a pesar de los
cambios de temperatura, de pH, el tiempo de exposicion, la concentracién

dei preservador y la presencia de materia organica extrana.

b) Solubilidad

La sustancia debe ser soluble en agua u otros solventes en la cantidad

suficiente que permita su uso efectivo.

c) Estabilidad

Los cambios que sufra la sustancia deben ser minimos a lo largo de!
tiempo mientras permanece en un estante y estos cambios no deben dar
como resultado una pérdida significativa de la accién antimicrobiana.

d) Disponibilidad y costo.

Se debe disponer del compuesto en grandes cantidades y a un precio

razonable.




4.4 Propiedades de los agentes utilizados en este estudio.

Las propiedades quimicas de los agentes utilizados en este estudio som

a) Carbonato de sodio

Es un agente quimico afcalino, inodoro, higroscopico, soluble en agua y
giicerol a temperatura ambiente e insoluble en alcohel. En solucién es fuertemente

alcalino (pH =11.6). Se debe conservar en frasco bien cerrado. Se usa como

agente alcalinizante en la industria farmacéutica.**
b) Borato de sodio

Cristales inodoros, soluble en glicerol € insoluble en alcohol, su solubilidad
en agua es de 1g en 16 mL. En solucidén es un compuesto alcalino {pH = 9.5).
Se usa como preservador, como antiséptico contra hongos en madera y como

agente alcalinizante en la industria farmacéutica.**

¢} Cloruro de cetilpiridinio

Polvo blanco monohidratado, soluble en agua, alcohol y cloroformo. Se usa
como conservador en la industria farmacéutica, es antiséptico topico y

desinfe(:tante.44

Actualmente no existen estudios en los cuales se haya probado el
carbonato de sodio, el cloruro de cetilpiridinio y el borato de sodioc como
conservadores de esputo que nos permitan aislar M, tuberculosis en cultivo. En
este trabajo se compararon estos tres agentes quimicos como conservadores de
esputo y se optimizaron para permitir el almacenamiento de la muestra

respiratoria. Se evalud la capacidad de los conservadores de pemitir el




crecimiento de M tuberculosis, el tiempo maximo de utilidad del conservador para
el crecimiento de M. tubercufosis y el grado de contaminacion bacteriana. Para
contestar estas preguntas se colectd esputo de pacientes con baciloscopia
positiva de la Jurisdiccion # 1 de Huauchinange, Puebla. Esta jurisdiccion abarca
360 Km? y cuenta con 390,596 habitantes. Debido a la extension territorial tan
grande y la dificultad en los caminos, las muestras de los pacientes pueden llegar

al laboratorioc hasta después de siete dias sin el almacenamiento apropiado.




5. Justificacion

El aislamiento de Mycobacterium tuberculosis a partir de muestras clinicas se
ve afectado por la presencia de la flora bacteriana contaminante de la boca, la cual
se incrementa por el tiempo vy la temperatura de almacenamiento. En la actualidad
no se cuenta con ningin conservador de esputo que permita el transporte y
almacenamiento de la muestra hasta su proceso.

Un conservador de esputo permitira que {as muestras de pacientes que se
encuentran en lugares distantes al laboratorio clinico, lleguen en buenas

condiciones y podamas aislar M. tuberculosis.




6. Objetivo

Comparar el carbonato de sodio, el cloruro de cetilpiridinio vy el
borato de sodic como conservadores de esputo para disminuir
la contaminacion e incrementar la posibilidad de cultivar M.

tuberculosis.
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7. Hipotesis

Alguno de los tres agentes quimicos (carbonato de sodio,
cloruro de cetilpiridinio y borato de sodio} a probar sera el
apropiado para la conservacién de M. tuberculosis en

muestras de esputo de pacientes con tuberculosis pulmonar.
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. Material

8.1 Equipo de Laboratorio

Campana de seguridad biolégica tipo Ill, Forma Scientific, Marietta Ohio,
EUA.

Incubadora de CO, Forma Scientific Marietta Ohio, EUA.

Centrifuga GS-6 Beckman, EUA,

% Refrigerador Nieto, México, D.F.

Balanza analitica Scientech, Inc. Arapahoe Avenue Boulder, EUA,

Vortex Lab-Line Instruments, Inc. lllinois, EUA

Equipo MGIT 960 (Becton Dickinson, Maryland Bethesda, EUA).
Microscopio de luz (Carl Zeiss de Mexico, S.A. de C.V.)
Microscopio de fluorescencia {Carl Zeiss de Mexico, S.A. de C.V.)

8.2 Reactivos

Hidroxido de sodio en lentejas, J.T. Baker de México.
Citrato de sodio, J.T. Baker de México.

 Fosfato dibasico de sodio, J.T. Baker de México.

Fosfato monobasico de potasio, J.T. Baker de Méxica.
Cristales de Fenol J.T. Baker de México.
N-acetil-L-cisteina, Sigma Chemical Co. 8t. Louis, EUA.
Auramina Q Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA.
Rodamina B Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA.
Permanganato de potasio J.T. Baker de México
Fugsina basica Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA
Azul de metileno Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA
Acido clorhidrico J.T. Baker de México
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y Carbonato de sodio J.T. Baker de México

Cloruro de cetitpiridinio Sigma Chemical Co. St. Louis, EUA
Borato de sodio J.T. Baker de México

Alchohol 96°

Aceite de inmersién

8.3 Medios de Cultivo.

Lowenstein Jensen (LJ) Difco, Detroit, EUA.

Gelosa sangre de cammero al 5% (GSC), BIOXON.

Tubo indicador de crecimiento micobacteriano (MGIT).

Viales con polimixina B, anfotericina B, acido nalidixico, trimetropim y
azlocilina {PANTA) Becton Dickinson México D.F.

Viales con &acido oieico, albumina, dextrosa, catalasa (OADC) Becton

Dickinson México D.F.
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9. Método

9.1 Diseiio del estudio

Estudio prospectivo, observacional, transversal y comparativo.

9.2 Poblacion del estudio

Se estudiaron 58 muestras de esputo con baciloscopia positiva de abril de
1999 a abril del 2000 en pacientes con tuberculosis pulmonar en los municipios de
la Jurisdiccion N® 1 de Huauchinango, Puebla.

9.3 Criterios de inclusion

a)} Pacientes de ambos sexos, de cualquier edad que acepten entrar al estudio
(ver carta de consentimiento informado). Ver anexo

b) Diagnastico clinica de tuberculosis pulmonar, gue tengan baciloscopia positiva
confirmada.

¢) Pacientes con falla o abandono al tratamiento, que tengan baciloscopia

positiva después de tres meses de haber iniciado el tratamiento.
9.4 Criterios de exclusién

a) Pacientes que no acepten entrar al estudio.

b} Pacientes con baciloscopia negativa.
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9.5 Proceso de muestras de esputo para cultivo de

M. tuberculosis

. A los pacientes con diagndstico clinico de tuberculosis pulmonar se les realizé
baciloscopia directa.

. Cuando la baciloscopia fue positiva, la muestra de esputo se dividié en cuatro
porciones y cada una de ellas se colocd en un tubo cdnico con capacidad de
50 mbL con los siguientes reactivos: el primero con 75 mg de carbonato de
sodio, el segundo con 800 pl de una solucion saturada de borato de sodio, el
tercero con un volumen igual de cloruro de cetilpiridinio al 1% vy el cuarto sin
reactivo (controt), las ruestras se dejaron a temperatura ambiente (25-35° C).

. Las muestras se transportaron al Laboratorio de Microbiologia Clinica de!
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricion “Salvador Zubiran” en un
lapso de 5-18 dias.

. En cuanto llegaron las muestras al laboratoric se descontaminaron por el
método de N-acetil-L- cisteina.*

. Del sedimento de la muestra descontaminada se realizo frotis y se tiRd con
Auramina-Rodamina, y se confirmé con ZN.

. Ei sedimento se resuspendid en aproximadamente 2 mL de amortiguador de
fosfatos y se inocularon 0.5 mL en LJ y 0.5 mL en MGIT.

. El LJ se incubd a 37°C con 7.5% de CO,, los cultivos se revisaron cada
semana hasta completar ccho semanas.

. El MGIT se incubé en el equipo MGIT 960 {Becton Dickinson, Maryland
Bethesda, USA). El equipo tiene un lector automatizado que indica cuando hay
un cultivo positivo. Los cultivos negativos se descartaron hasta las ocho
semanas de incubacian.

. Alos cultivos positivos tanto de LJ como de MGIT se les hizo un frotis que se
tifid con ZN, cuando fue positivo, se identificaron por métodos convencionales'
o con sonda de ADN (Gene Probe) y se les realizd pruebas de susceptibilidad
antimicrobiana con el método radiométrico.
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Algoritmo del proceso de esputo con los tres agentes quimicos

probados

BACILOSCOPLA DIRECTA
PORITIVA
]

DIVIDIR LA MUESTRA EN
4 PARTES Y ADICIONAR

S ———

800 pi DE CLORURO DE CONTROL
BORATO CETILPIRIDINIO
DE SODIO AL 1%
DIGESTION CON N- TINCION CON AURAMINA
ACETIL CISTEINA -RODAMINA'Y
CONFIRMAR CON ZN
CULTIVO
LOWENSTEN MEDIO
JENSEN MGIT

EN7.5% DE CO: 8 SEMANAS
§ SEMANAS

-
INCUBAR A 37°C [ INCUBAR EN MGIT 960 J

NEGATIVOS POSITIVOS NEGATIVOS
"
l DESECHAR ’ TINCION | DESECHAR
CONZN

POSITIVA NEGATIVA

IDENTIFICACION } [SUSCEFTIBILIDAD ] DESECHAR l
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10. Analisis estadistico

Para conocer si hubo diferencia estadisticamente significativa en la proporcién
de cultivos positivos, cultivos contaminados y las muestras negativas se usd la
prueba de 2. Para conocer si hubo diferencia estadisticamente significativa en los

tiempos de expasicidn a los conservadores se uso la prueba ¢ de student
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11. Resultados

11.1 Recuperacion de M. tuberculosis en medio LJ y medio MGIT

Se procesaron 58 muastras de esputo con baciloscopia positiva. Cada muestra se
dividié en cuatro partes, cada parte se dejd en presencia de uno de los tres
agentes quimicos {carbonato de sodio, cloruro de cetilpiridinic y borato de sodio}, v
una parte sin conservador como control durante un lapso de 5 a 18 dias a
temperatura ambiente. La tabla 1 muestra el porcentaje de recuperacion de M.
tuberculosis (MTB) en LJ. donde se observa que en presencia del clorura de
cetilpiridinio se recuperd el 98.3%, solamente hubo un cultive falso negativo, y
ninguno presentd cantaminacion. Para el conservador carbonato de sodio la
recuperacién de M. tuberculosis fue de 86.2%, solamente se presentd un cultivo
falso negativo, y la contaminacion fue de 12.1%. Para el conservador borato de
sodio la recuperacion fue de 63.8%, dos cultivos falsos negativos y contaminacion
de 32.8%. En la muestra control la recuperacion fue solamente del 48.3%, no hubo
cultivos falsos negativos y la contaminacion fue del 51.8%.

La tabla 2 muestra el porcentaje de recuperacion de M. tuberculosis con
cada uno de los conservadores en medio MGIT. Con el conservador cloture de
cetifpiridinio la recuperacion de M. tuberculosis fue de 70.7%, hubo nueve cultivos
falsos negativos y hube contaminacicn del 13.7%; para el carbonato de sodio hubo
recuperacion de M. tuberculosis del 98.3%, un cultivo falso negativo y no hubo
contaminacion. En presencia del conservador borato de sodio se recuperd el
86.2% de M. tuberculosis. no hubo cultivos falsos negativos y hubo 13.8% de
contaminacién. En la muestra control se recuperd el 77.6% de los cultivos

positivos, no hubo cultivos falsos negativos y la contaminacion fue del 22.4%.
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Tabla1. Resultados de la recuperacion de M. tuberculosis en

Lowenstein Jensen con cada uno de los agentes quimicos

utitizados
AGENTE MTB NEGATIVO CONTAMINACION
QuUIMICO n(%) n{%)} n(%)
Carbonato de
sodio* 50 (86.20) 1(1.70) 7(12.1)
n=2358
Cloruro de
Cetilpiridinio* 57 (98.30) 1(1.70) 0 (0.00)
n=58
Borato de sodio
37 (63.80) 2 (3.40) 19 (32.8)
n =158
Control
J 28 (48.30) 0 (0.00) 30(51.8)

* El numero de cultivos positivos fue mayor al esperado con significancia
estadistica (p<0.05). Prueba x2

La mayer recuperacion de M. tuberculosis fue en presencia de cloruro de
cetilpiridinio seguido de carbonato de sodio. Destaca la pabre recuperacion de M.
tuberculosis en ausencia de conservador, principaimente por la contaminacién por

otros microorganismos.
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Tabla 2. Resultados de la recuperacion de M. tuberculosis en
MGIT con cada uno de los agentes quimicos utilizados

AGENTE MTB NEGATIVO CONTAMINACION
QuiMICO (m) % (n) % (n) %
Carbonato de
sodio* 57 (98.30) 1(1.70) 0 {0.00)
n=58
Cloruro de
Cetilpiridinio 41 (70.70) 9 {15.50) 8(13.7)
n=58
Borato de sodio
=58 50 (86.20) 0(0.00) 8(13.8)
Control .
=58 45 (77.60) 0 (0.00) 13 (22.4)

* Ei nomero de cultivos positivos fue mayor al esperade con significancia
estadistica (p< 0.05). Prueba y°

La mayor recuperacion de M. tuberculosis fue con &) carbonato de sodio. La
recuperacion con el cloruro de cetilpifdinio fue muy baja en comparacion con la
recuperacion en LJ. Esto se debe principalmente a que en el medio MGIT no
existe lecitinasa (presente en LJ) que inactiva la accion bactericida del cloruro de
cetilpiridinio
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11.2 Recuperacioén de M. tuberculosis en medio LJ y medio MGIT
de acuerdo con el tiempo de exposicion del esputo con cada uno

de los agentes quimicos probados.

En las Tablas 3 y 4 se muestra la recuperacion de M. tuberculosis en LJ y
eh MGIT respectivamente con respecto al tiempo de exposicion del esputo con
cada uno de los agentes quimicos utilizados. El tiempo maximo de contacto del
esputoe con el ageme quimico fueron ocho dias tanto con el carbonato de sodio
como con el borato de sodio donde se observé mayor recuperacién de M.
fuberculosis comparado con el control. Después de los ocho dias de exposicion
disminuyé el namero de cultivos positivos y se incrementd la contaminacion. Con
el cloruro de cetilpiridinio se recuperd M. tuberculosis en un intervalo de 5-18 dias,
aungue de los dos cultivos expuestos a este agente durante 18 dias solo uno se
recuperd,

En la tabla 5 se muestra gue en medio LJ la mejor recuperacion de M.
fuberculosis fue con cloruro de cetilpiridinio en donde 57/58 muestras fueron
positivas a dicho agente, el ttempo promedio de exposicién fue de 7.61 dias. El
tiempo promedio de exposicion al carbonato de sodio fue de 7.58 dias para el
cultivo positivo y para el cultivo negativo fue de 11.25 dias. Solo hubo diferencia
estadisticamente significativa entre el tiempo de exposicion en presencia de
carbonato de sodio contra et borato de sodio y el control.

£n la tabla 6 sé observan los resultados de la comparacion det tiempo de
exposicion del esputo con cada uno de los agentes quimicos probados y los
cultivos positivos y negativos de M. luberculosis ‘en medio MGIT. La mayor
recuperacion fue en las muestras con carbonato de sodio en donde se aisld M.
tuberculosis en 57/58 muestras.

El tiempo promedic de exposicidn entre ios cultivos positivos y negativos
fue estadisticamente significativo con todos los agentes quimicos excepto con

carbonato de sodio donde no fue posible calcularse.
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11.3 Resultados de las tinciones con auramina-recdamina y

ZN del esputo expuesto a los agentes quimicos probadas.

En las tablas 7 y 8 se observan los resultados de la tincion con auramina -
rodamina y la tincion de ZN del esputo expuesto con cada uno de los agentes
quimicos probados. Con respecto a la exposicion del esputo con carbonato de
sodio se observd el 91.4% de las muestras pasitivas tanto con auramina-rodamina
camo con ZN: con el cloruro de celilpinidinio solo se observd el 31% de muestras
positivas con auramina-rodamina y 37.9% con ZN. Con el borato de sodio y el
control se observaron positivas en el 396.6% y 98.3% respectivamente con ambas

tinciones.
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Tabla 3. Resultados del crecimiento de M. tuberculosis en LJ con
respecto a los dias de exposicion del esputo con cada uno de los

agentes quimicos probados

Carbonato | Cloruro de | Borato de
N° de dias . . Contro!
de sodio | cetilpiridinio sodio
expuestos n= 58 n (%)
n (%) n (%) n (%)
5 8 6 (75) 8 (100) 2 (25) 2 (25)
6 17 16 (94.1) 17 (100) 12 {70.5) 8 (47)
7 13 11 {84.6) 13 (100) 10 (76.9) 6 (46.1)
8 6 6 (100) 6 (100) 4 {66.6) 1(16.8)
9 8 7 (87.5) 8 (100) 6 (75) 7(87.5) |
15 1 1 (100) 1 (100) 1 (100) 1 (100)
16 3 2 (66.6) 3{100) 1(33.3) 2 (66)
18 2 1 (50) 1(50) 1 (50) 1 (50}

El tiempo de exposicion del esputo a los diferentes conservadores vario de cinco a
18 dias. La mayor parte de las muestras estuvieron en el conservador por 7 dias o
menos. La mayor recuperacion con carbonato de sodio y cloruro de cetilpiridinio se
observé cuando estuvieron almacenados por seis dias o menos. Conforme
aumentaron los dias de exposicion del esputo con el agente gquimico disminuyé la

recuperacion de M. tuberculosis
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Tabla 4. Resultados del crecimiento de M. tuberculosis en MGIT

con respecto a los dias de exposicion del esputo con cada uno de

los agentes quimicos probados

Dias Carbonato | Cloruro de | Borato de Control
expuestos n=58 de sodio | cetilpiridinio sodio N (%)
n (%) n {%) n (%)
5 8 8 (100) 7 (87.5) 5 (62.5) 5 (62.5)
6 17 17 (100) 14 (82.3) 16 (94) 15 (88.2)
7 13 12 (92.3) 9(69.2) 13 {100) 12 (92.3)
8 6 6 (100) 2(33.3) 4 (66.6) 2(33.3)
9 8 8 (100) 5 (62.5) 8 (100) 8 (100)
15 1 1(100) 1(100) 0(0.0) 0{0.0)
16 3 3(100) 2 (66.6) 2 (66.6) 2 (66.6)
18 2 2 (100) 1 (50) 2 (100) 1(50)

El tiempo de exposicion del esputo a los diferentes conservadores vario de cinco a

18 dias. La mayor parte de las muestras estuvieron en el conservador por 7 dias o

menos. Resalta que hubo buena recuperacion de M. tuberculosis ain con

muestras que estuvieron almacenadas por 18 dias con carbonato de sodio.
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Tabla 5. Resultados de la comparacion del tiempo de exposicion

del esputo con cada uno de los agentes quimicos probados y los

cultivos positivos y negativos de M. tuberculosis en LJ

Carbonato de Cloruro de Borato de Control
scdio cetilpiridinio sodio
Pos Neg Pos | Neg Pos Neg Pos Neg
n 50 4 57 1 37 14 28 19
Promedio
. 7.58 | 11.25 | 7.61 - 775 | 7.28 | 843 | 7.21
{Dias)
p 0.00 NA 0.41 0.13

NA= No aplicable
Prueba estadistica t de student

El tiempo promedio de exposicion a los diferentes agentes quimicos para que el
cultivo fuera positivo varid de 7.58 a 7.75 dias
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Tabla 6. Resultados de la comparacién del tiempo de exposicion

del esputo con cada uno de los agentes quimicos probados y los

cultivos positivos y negativos de M. tuberculosis en MGIT

Carbonato de Cloruro de Borato de Control
sodio cetilpiridinio sodio

Pos Neg Pos | Neg | Pos | Neg Pos Neg

n 57 1 41 15 50 7 45 6
Promedio
7.81 - 7.51 8.8 7.68 9 7.49 6.5
{Dias)

p NA 0.03 0.009 0.02

Prueba estadistica t de student

NA= No aplicabte

El tiempo promedio de exposicion a los diferentes quimicos para que el cultivo
fuera positivo vario de 7.58 a 7.81 dias
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Tabla 7. Resultados de la tincion con auramina-rodamina del

esputo expuesto con cada uno de los agentes quimicos

probados.
Agente quimico Negativo Positivo
n (%) n (%) n (%)
Carbonato de sodio 58 (100) 5 (8.60) 53 (91.40)
Cloruro de

cetilpiidinio 58 (100) 40 (69) 18 (31.00)
Borato de sodio 58 (100) 2(3.40) 56 (96.60)
Control 58 (100) 1(1.70) 57 (98.30)

El cloruro de cetilpiridinio altera las propiedades de tincion de M. tuberculosis.
Solamente el 31% de las muestras fueron auramina-rodamina positiva.

Tabla 8. Resultados de la tincion con Ziehl-Neelsen del esputo

expuesto con cada uno de los agentes quimicos probados.

! o Negativo Posilivo
I Agente quimico
| (n) % n {%) n (%)
| Carbonato de sodio 58 (100) 5 (8.60) 53 (91.40)
! Cloruro de
‘ o 58 (100) 36 (62.10) 22 (37.90)
cetilpiridinio
Borato de sodio 58 (100) 2(3.40) 56 (96.60)
Control I 58 (100) 1(1.70) 57 (98.30)

El cloruro de cetilpiridinio altera las propiedades de tincion de M. tuberculosis.
Solamente el 37.9% de las muestras fueron ZN positivo,
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12. Discusion

E! objetivo de este estudio fue comparar los agentes quimicos cloruro de
cetilpiridinio, carbonato de sodio y borato de sodio como conservador para
almacenar la muestra, disminuir la contaminacion en esputo de la flora normal de
la boca de pacientes con tuberculosis pulmonar durante su transporie al
laboratorio a temperatura ambiente y permitir el aislamiento de M. tuberculosis.

El carbonato de sodio mostrd muy buena recuperacion de M. tuberculosis en
medio MGIT y en LJ, y se puede considerar como un agente quimico apropiado
para preservar M. tubercufosis en esputo. Cuando se compar6 el crecimiento de
M. tuberculosis en el esputo tratado con carbonato de sodio contra el crecimiento
de M. tuberculosis tratado con los otros agentes quimicos observamos que hubo
diferencia estadisticamente significativa (p<0.05) tanto en medio MGIT como en LJ
{Tabla 1 y 2). El carbonato de sodic es una sustancia quimica alcalina y
generalmente es utilizada como un amortiguador y no afecta a M. tuberculosis. En
un trabajo previo en donde se comparé la coleccion de esputo durante 72 horas y
el esputo colectado durante la mafiana para observar si se mejoraba el
aislamiento de M. tuberculosis, tos investigadores utilizaron el carbonato de sodio
para retardar el crecimiento de contaminantes en el esputo colectado durante 72
horas y encontraron que la flora normal si disminuye perc la contaminacion
también es mayor en las muestras almacenadas que en las muestras colectadas
durante la mafiana.®® En nuestro trabajo, encontramos al carbonato de sodio como
un agente que inhibid la flora contaminante y permitié el crecimiento de M.
tuberculosis. Probablemente la funcién del carbonato de sodio en el esputo,
incluya la neutralizacion del pH del esputo y evite la sobrepoblacién bacteriana de
estos microorganismes que durante su metabolismo preduce una mezcla de
acidos organicos toxicos los cuales disminuyen el pH y son dafinos para M.
tuberculosis.

En cuanto al crecimiento de M. tuberculosis del esputo que fue expuesto al
cloruro de cetilpiridinio observamos mayor recuperacion en medio LJ (98.3%) que
en medio MGIT. Probablemente esto se debe a que el cloruro de cetilpiridinio es
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una sal cuaternaria de amonio, su centro activo debe ser inactivade con un agente
guelante como la lecitina presente en el huevo con que se prepara el medio de LJ.
Por {o tanto hubo crecimiento de M. tuberculosis en LJ en comparacién con MGIT
que no contiene ningtn agente que pueda inactivar el centro activo del cloruro de
cetilpiridinio. Por lo tanto es sustancial que cuando se use el cloruro de
cetilpiridinio la muestra debera inocularse en medio de LJ u otro medio que
contenga el inhibidor del centro activo. Ademas se pudo demostrar que con el uso
del cloruro de cetilpiridinio no hubo presencia de contaminaciones, pero también
se observaron nueve cultivos falsos negativos en medio MGIT, las cuales fueron
positivas en el esputo expuesto con el borato de sodio, carbonato de sodic e
inclusive en el control, estos resultados apuntan la accién bactericida del cloruro
de cetilpiridinio sobre M. tuberculosis y se puede considerar que no es un agente
quimico apropiado para preservar M. tuberculosis, en contraparte con otros
investigadores que tuviercn resultados en donde no hubo tal efecto. La
recuperacion con el conservador borato de sodio (86.2%) fue mayor en
comparacioén con el control {77.60%), asi como la contaminacion con el borato de
sodio (12.1%) fue mayor en comparacion con el control (10.3%) se piensa que
incrementando el nimero de muestras pueda haber diferencia estadisticamente
significativa. Este conservador fue utilizado para preservar M. bovis en muestras
de tejido con muy buenos resultados hasta con 7 dias de exposicion.*’

Por otro lado es importante tomar en cuenta que las muestras analizadas en
este estudio fueron baciloscopia positiva y la posibilidad de recuperacién de M.
tuberculosis era alta. Sin embargo esta pendiente probar si con el esputo de
pacientes paucibacilares es posible aislar M. fuberculosis. Para elio deberan
inocularse dos o mas medios de cullivo para incrementar la posibilidad de
recuperacion de M. tubercutosis.

En el esputo control (sin agente quimico) se recuperd 48.3% de M. fuberculosis
y presentd contaminacion de 32.8%. Estos resultados se compararon con los
resultados de recuperacion y contaminacidn del esputo tratado con alguno de los
agentes quimicos probados y hubo diferencia estadisticamente significativa. Los
resultados del control se deben probablemente a que tanto las muestras control
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como las tratadas con los agentes quimicos estuvieron expuestas a temperatura
de laboratoric {>32°C) de 5 a 18 dias. Sin embargo, la proporcién de
contarninacion fue elevada.

Un aspecto importante es el tiempo que pueden permanecer las muestras
con el conservador. En nuestro estudio no controlamos los diferentes tiempos de
exposicion, sin embargo tuvimos muestras que estuvieron expuestas de 5 a 18
dias. La tendencia demostro que 7 dias es el tiempo maximo de contacto con el
carbonato de sodio y el borato de sodio para permitir buena recuperacion de M.
tuberculosis y poca contaminacién. Se ha observado en algunos estudios en
donde se ha mostrado que el cloruro de cetilpiridinio en solucidén con cloruro de
sodio no altera la viabilidad del bagilo tuberculoso durante un lapso de por lo
menos 14 dias.*

Se encontré que la tincidon con auramina-rodamina y la de ZN de las
muestras expuestas con carbonato de sodio, borato de sodio y el control fueron
positivas en el 91, 96 y 98% respectivamente, en contraste con la tincidn de las
muestras expuestas con el cloruro de cefilpiridinio, las cuales fueron 31%
posilivas con auramina-rodamina y 37.9% positivas con ZN. Estos resultados se
deben probablemente a que el cloruro de cetilpiridinio es un detergente catiénico,
que tiene la funcion de incrementar la permeabilidad de la célula, de tal manera,
que es posible que al decolorar la muestra con el alcohol acido, éste elimina el
colorante, y at observar la muestra al microscopio no se observaron bacilos con
ninguna de las tinciones como se muestra en este estudio. Por lo tanto, el cloruro
de cetilpiridinio no es un agente apropiado para poder realizar la baciloscopia.
Esto contrasta con estudios en donde se informd que la exposicién al cloruro de
cetilpiridinio no alteraba las propiedades de tincion del bacilo.*®

En nuestros resultados de la tincién, el contro! tuvo solamente una muestra
no positiva y para los conservadores carbonato de sodio y borato de sodio 5 vy 4
muestras no fueron positivas, respectivamente, probablemente porque la
baciloscopia directa tenia sclo una cruz de bacilos acido alcohol resistente, y es

dificil encontrarios con esta cantidad. Sin embargo, existen otros factores que
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pudiercn influir para cbservar ta baciloscopia positiva como son: {a velocidad de
centrifugacion, las técnicas de tincion y la experiencia de! lector 2

En resumen en nuesfro estudio encontramos que el carbonato de sadio fue
el mejor agente quimico para la recuperacion de M. fuberculosis con menor
contaminacion tanto de medios LJ y MGIT. Sin embargo serd necesario evaluar
este agente en el campo en muestras con baciloscapia negativa y cultivo positivo.
Asimismo el carbonato de sodio fue dtil para preservar los bacilos para ser
observados con las tinciones de auramina-rodamina y la de ZN. Ademés la ventaja

de estos agentes quimicos es que No son téxicos y su costo es bajo
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13. Conclusiones

% El carbonato de sodio permilid mayor recuperacion de M. tuberculosis en el
medic MGIT

+ Se observd arriba del 90% de tos frotis positivos con las dos tinciones
{(auramina—rodamina y ZN) para los conservadores carbonato de sodio vy
borato de sodio

** El cloruro de cetilpindinio es un agente quimico bactericida el cual es
inhibido por la lecitina. Esto explica por qué observamos mayor
recuperacién de M. tuberculosis cuando 1a muestra fue sembrada en LJ y
no en MGIT

** Los bacilos acido alcohol resistentes no se observan en la tincion de
auramina-rodamina y ZN ¢on el conservador clorurc de cetitpiridinio.

<+ La mejor recuperacion de M. tuberculosis fue cuando la muestra estuvo en
el conservador menos de ocho dias

*+ Los resultados obtenidos apoyan el uso de estos agentes como medios de
transporte de muestras de esputo de lugares distantes a un laboratorio

< La perspectiva de este proyeclo es que posteriormente se realice un
estudio prospectivo en el cual se incluyan muestras de esputo de pacientes
paucibacilares y se tenga la posibilidad de recuperar el bacilo de M.

tubercufosis.
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ANEXO

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Huauchinango, Pueblaa ___de de 200
A quien comresponda:
Presente.
Yo he sido invitado{a) para

participar en el estudio titulado “La dinamica de la transmisién de la tuberculosis en
pacientes con baciloscopia negativa y cepas resistentes de la Sierra Madre
Oriental” que se realiza en forma conjunta por el personal de salud de la Jurisdiccion
Sanitaria No. 1 de Huauchinango, Puebla e investigadores del Instituto Nacional de
Ciencias Meédicas y Nutricion Salvador Zubiran de la Cd. de México.

Estoy enterado(a) de que se trata de un estudio epidemiologico que busca
comprender las formas en que se transmite esta enfermedad en mi comunidad. También
he sido informado(a) de que en caso de presentar esta enfermedad se me informara de
los resultados de las muestras que de mi se obtengan, y se me realizaran cuatro
entrevistas, la primera en el momento de! diagnéstico inicial y tres posteriores a los 3, §,
12 y 24 meses. Reconozco que en este estudio no existe ningln riesgo hacia mi persona,
que de ninguna manera mi decisién de participar es obligada y que cualguiera que sea
esta decision, no se vera afectada la calidad de la atencion médica que vengo recibiendo
y que los resultados de este estudio serén estrictamente confidenciales. También acepto
que este proyecto no abarca ningln gasto que resulte del tratamiento de esta enfermedad
ni de complicaciones potenciales derivadas del mismo.

Atentamente,
Participante de! estudio Testigo
Testigo Investigador Principal
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