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RESUMEN

T T et SO M VR W BT SR emble el T T P e S B, Thil EMA S W G NG A ekl T BT Tty

El diagnostico confiable de la Tuberculosis (TB) es un paso importante
y necesario para el control y prevencion de dicha enfermedad, el cual esta basado
en la demostracion de BAAR en frotis y especificamente el crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis en medios de cultivo solido o liquido.

El cultivo en medio solido como el Léwenstein-Jensen (L-]), es el
estandar de oro para el diagnostico de TB, por tal razén, la importancia de
demostrar su Calidad en lotes de diferentes procedencias por medio de la
promocion del desarrollo de la cepa de referencia Mycobacterium tuberculosis
H37Rv ATCC 27294.

La forma de conocer dicha cualidad de los 4 diferentes medios es el
empleo de la observacion para determinar las caracteristicas fisicas de cada
medio (pH, burbujas, color, contaminacion, volumen del medio), y la promocién
del desarrollo del microorganismo mediante diluciones seriadas para establecer
la relacién del namero de colonias para cada uno de los lotes (recién preparados)
en los 13 ensayos mensuales. Para tal fin se empleo para la preparacién del
in6culo la metodologia de Cannetti y la nefelometria de McFarland para
estandarizarlo. Asi también, a la par de dichos ensayos se determinoé el efecto de
la conservacion de un lote de medio L-J de una de las casas comerciales.

En general, de acuerdo al namero de colonias esperado las cuentas
fueron bajas, con una diferencia no significativa entre cada uno de los lotes, pero
al analizar el total de ensayos A= 6/13, B- 4/13, C= 4/13 y D- 2/13 se observa que
existen diferencias entre los lotes de los diferentes proveedores. Asi, La
preparacioén del inoculo a partir de la suspension madre, de acuerdo a la
metodologia de Cannetti, estandarizado por nefelometria permitié obtener una
suspension homogénea, sin embargo se requiere de practica para disminuir el
tamano de particula (congregado bacilar).

Las caracteristicas fisicas del medio L-J, asf como los procesos que las
establecen, son factores determinantes que afectan la cuenta viable, mientras
que la conservacion de un medio L-] en refrigeracion (4 a 8°C) por un periodo de
un ano, disminuye la capacidad de aislamiento, lo cual se refleja en los 12 ensayos
realizados, donde 5/12 de lotes del mes tienen una recuperacién satisfactoria,
mientras que del medio refrigerado tnicamente 1/12 recupera favorablemente.
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I_a Tuberculos1s (TB) es una enfermedad infecciosa, generalmente
crénica, causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis (Mycobacterium
tubercilosis, Mycobacterium bovis, Mycobacterium africanum), que se transmite
del enfermo al sujeto sano principalmente por contacto con personas
~enfermas baciliferas, inhalacién de material infectante, ingestién de leche
de vaca infectada por dicho complejo o animales bovinos enfermos.!

¢COMO SE TRANSMITE LA INFECCION?

La transmision se produce por gotitas de saliva suspendidas en el
aire provenientes de una 3persona con TB pulmonar o laringea que tose,
estornuda, habla o canta®* . La tos produce pequenas gotitas infecciosas
(nucleo de las gotas desecadas), en una cantidad de alrededor de 3000 por
cada tos. Comunmente la transmision se produce bajo techo, que es donde
se mantienen los nticleos de las gotas en el aire por largo tiempo.

La ventilacion elimina los nucleos y la luz solar directa mata
rapidamente los bacilos tuberculosos, pero éstos pueden sobrevivir varias 2
horas en la oscuridad.’ S

El riesgo de exposicion de un 1nd.1v1duo depende de lal;’f :
concentracion de nucleos en el aire contamlnado y el tlempo durante el-v’-«:’ o
cual se respira dicho aire.?

Esta enfermedad se presenta
pulmonar es la de mayor importancia:
tratado puede infectar de 10 a 15 personas :

;erentes forma e
.transrmsuf)n un: caso no




El bacilo de la tuberculosis se
propaga facilmente

t

En un bar de Minneépotis, una
pessona tal vez haya infectado a 41

} LT

En un avién, una persona tal vez
haya infectado a otras cuatro

L

En un astillero estadounidense,
un obrera tal vez haya infectado
a mds de 400 personas

f

En término medio, una persona il “ Il " *

contagiosa infecta a unas 10a 15
personas al aiio

!'uenlaa The New England Iaurnal of Medicine, 27 de julio de 1995; Centros para el Control y la :
idn do Enfer des de los EE. UU., marzo de 1995; informe inédito de Mlshu a., Gnnshrlnmr K .

llogd: n G. et al. "TB outhreak in a shlpyard' estimaciones del Progruna Mundi la Tul
de la OMS.

Figura 1. Transmision de TB®
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El mlcroorgamsmo que ocasiona dicha’ enfermedad ‘también es
conocido’ con el nornbre de bacﬂo tuberculoso porque causa lesmnes
Hamadas tuberculos , T : :

' a) una, conoc1da como tuberculosm pnmarla que aparece en
- individuos sin inmunidad especifica y. puede evolucmnar a
~ curaci6n espontdnea o conducir a la muerte,y . 2
b) la tuberculosis posprimaria, conocida . tamble
reinfeccién, es crénica a ! pesar dela presenc1a de mmumdad
especifica del infectado.?

Los bacilos al ser inhalados por una persona, son depositados
sobre la superf1c1e alveolar (en el tercio inferior de los pulmones), donde el
bacilo, si encuentra condiciones favorables de pH y aireacion, comenzara a
multiplicarse. Esta infeccion dara lugar en el sujeto receptor a dos
mecanismos: la hipersensibilidad y la inmunidad.

- Si la resistencia del hospedero es baja y el nimero de bacterias que
ingresan es elevado, la infeccién progresa y puede extenderse por la
circulacién menor a ambos pulmones produciendo TB pulmonar miliar;
pero si se disemina por la circulaciéon mayor produce metastasis en
ganglios, huesos, rmones meninges, bazo, higado o en forma sistémica a
todo el organismo.>

El periodo de incubacion es desde el momento de la infeccion hasta
que se comprueba la lesién primaria o una reacci6n tuberculinica
significativa, que es aproximadamente de 2 a 10 semanas, tiempo en que se
desarrolla la inmunidad especifica; el riesgo ulterior de TB pulmonar o
extrapulmonar es méaximo durante el primer o segundo ano después de la
infeccién, sin embargo puede persistir durante toda la vida en forma de
infeccion latente.*



curacion

Mycobacterium
tuberculosis
bovis
africanum

Tuberculosis “"!
[::"> primaria
¢ Diseminacién
& por contigitidad

(neumonia)

Diseminacién
hematégena (miliar,
meningea, otras)

- Tuberculosis® |
secundaria'o de |
reinfeccién..: .|

" . Curacién
- permanente

FIGURA 2. Evént’o's‘ posibles en larirnfeccic’m tuberculosa®
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A nive mundlal es” la 1nfecc16n humana que presenta al afo 10
mlllones de casos nuevos e '3 millones de muertes, en las mujeres ocasiona
1.7 veces 'rn:i uertes que las relacwnadas con causas maternas, y se

B ‘de edad) 28

I_a TB puede reducir a familias autosuficientes a la condicion de
i menchgos u obligarlas a depender de la asistencia social. El trastorno que
~ ocasiona en la poblacién econémicamente activa es ironico, ya que es una
de las enfermedades cuyo tratamiento es mas eficaz en funcién del costo.’

Los factores que agravan su ocurrencia y control son: crecimiento
de la poblacion, pobreza, migracion, hacinamiento, mala ventilacion,
malnutricion, alcoholismo y uso de otras drogas, VIH/SIDA, diabetes y
asociacion a otras enfermedades las cuales comprometen su estado
inmune, desnutricién, manejo y tratamiento inadecuado de pac1entes 0y
falta de recursos; cada uno deteriora su control y favorece la re31stenc1a

En 1993 la Orgamzamén Mundial de la Salud la. declaro como

de muerte con 3.3 defunciones por 100,000 habitante: a.1a:22 caus
,deblda a un solo agente infeccioso, el 95% de las defunciones ocurre en
mayores de 15 afos, y en los 10 altimos aios el estado con la més alta
‘mort:ahdad es Chiapas.

En el ano 2000 el 82% de los casos nuevos notificados fueron
confirmados por laboratorio, 95% ingreso a tratamiento y 25% present6
otro padecimiento como diabetes mellitus con un 11%, desnutricion en 5%,
alcoholismo en 4% o VIH/SIDA en 2.5%; ademas existe evidencia de
farmacorresistencia en el pafs.>®

: En ese mismo afio se registraron 15,649 casos de TB pulmonar, en
donde los estados que presentaron mayor incidencia fueron:
> Tamaulipas > Baja California



» Guerrero - e > Sinaloa-

> Veracruz. ... . v -~ % Tabasco
> NuevoLeon - - * % Chiapas,” y.
> Nayarit S % Cohma

Los estados con menor morbilidad fueron'

> Tlaxcala » Michoacan

> Zacatecas > Yucatian
>¢Guanajuato > Aguascalientes
> Estado de México » Puebla, 4

> Distrito Federal x Jalisco.?

La tuberculosis mina la fuerza laboral de
las economias emergentes

Este de Asia y Pacifico
10,4 mlllunu de casos

Europa occidental..
420.000 l:nsui‘q

Sury sudeste de Asia
37.9 millones de tasos

Nimero total de casos de tuberculosis en el periodo 1990-2000 en
personas de 15 a 44 ados de edad. Fuente: Estimaciones del
Programa Mundial cantra la Tuberculosis, OMS

Figura 3. Distribucion de TB en el mundo.’
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éDURMlLN DO CON LL J:NEMIGO? AGLN fL CAUSAL

Todos en algun momento de nuestra v1da nos hemos presentado‘ '
esta no es la excepcion para el bacilo tuberculoso, el cual pertenece al
orden de los Actynomyces, género Mycobacterium.™? 50 R

Este género comprende microorganismos bacilares, lnmovﬂes no
~ capsulados, aerobios estrictos, que se tifien con dificultad, pero tenidos

- tesisten la decoloracion’ con” 4cidos fuertes y alcohol, la tincion mas
empleada para observarlos esla Ziehl-Neelsen.

Los bacilos tuberculosos son ligeramente curvados, delgados, y su
tamarfio suele ser de 1 a-4 pm de largo por 0.2 a 0.5 um de ancho. Su
morfologia puede variar en el medio de cultivo desde formas cocoides hasta
filamentosas. Las cepas virulentas crecen tanto en la superficie de los
medios liquidos como en los s6lidos como cordones serpenteantes
entretejidos, en donde los bacilos se unen con sus ejes largos en paralelo.”?

M. tuberculosis es un aerobio estricto, 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 6rganos mas afectados son los que reciben mayor
oxigenacion.” El pH idéneo es de 6.7 a 6.9 y puede crecer en medios
sintéticos simples compuestos por glicerol u otros componentes como
tnica fuente de carbono y con sales de amonio como fuente de nitrégeno,
asparagina u otros aminoidcidos que estimulen el comienzo de la
multiplicacién y mejoran la tasa de crecimiento. Tiene una preferencia
nutritiva hacia los lipidos, por lo que la yema de huevo ha sido un
destacado constituyente de los medios de cultivo; aunque es muy sensible
a la inhibicion por los acidos grasos de cadena larga, se ve estimulado por
€stos a concentraciones muy bajas; se mantiene una concentracion
satisfactoria al agregar albumina sérica al medio, que liga a los dcidos
grasos con la suflClente afinidad como para mantener libre una baja
concentracion.” o

El crecimiento de este bacilo es considerado como lento, en

comparacién con otras bacterias, ya que requiere, bajo condiciones =

optimas, de 12 a 20 horas para que suceda la divisién celular, por lo tanto
se nece31tan de hasta 6 semanas para observar el crecimiento de un lnéculo'{'aj
pequefio.” *

Las principales especies de bacilos tuberculosos que afectan al“
hombre por ser patégenos son:



1. M. wuberculosis, que es el agente causal en mas del 95% de los
casos humanos, también puede infectar:

£ monos £ perros
£ cerdos £ loros

2.  M.bovis, que infecta a:

& ganado vacuno £ en el hombre puede

£ cerdos ‘ ser causa de

& caballos enfermedad debido a

£ y ocasionalmente que no existe control
perros, gatos y de la TB bovina
ovejas

3. M. africanum que ocasiona tuberculosis humana en Africa
tropical, esta especie tlene caracteristicas fenotipicas
intermedias entre las 2 primeras.*!

Ademis de estas especies, existen otras que son patégenas para el
hombre como M. leprae (enfermedad: lepra), M. paratuberculosis (enfermedad
de Crohn).® Las micobacterias potencialmente patégenas para el hombre y
muchas para los animales se dividen en dos clases:

i a) de crecimiento lento, como el complejo M. avium-
intracellulare-scrofulaceum (complejo MAIS), M. kansasii,
M. ulcerans, M. marinum, M. xenopi, M. szulgai y M. simiae.
b) de crecimiento rapido, como M. fortuitum y M. chelonei
(o complejo M. fortuitum).”

LA ENFERMEDAD. ¢COMO SE MANIFIESTA?

La TUBERCULOSIS es una enfermedad que causa gran
destrucciéon de tejidos. Es una enfermedad necrosante, caracterizada por la
formacién de granulomas nodulares, caseosos, que evolucionan en forma
fibrosa, ulcerosa o se calcifican.

En el hombre, los pulmones son los érganos mas afectados (90%);
sin embargo, pueden resultar lesionados ganglios linfiticos, meninges,
rifiones o extenderse en todo el organismo (SNC 6%, aparato digestivo 2%



y otras localizaciones 2%).>” La localizacion mas frecuente de tuberculosis
en el adult:o mmunocompetente es Ja pulmonar.

Habltua]ment:e se presenta como una enfermedad de curso
subagudo caracterizada por:

 fiebre de bajo grado de > tos persistente
predominio vespertino > sudoracion nocturna
~:+>- cansancio » expectoracion
> pérdida de peso > y mas raramente, hemoptisis.

Radiologicamente, suele presentarse como un infiltrado en lé6bulos
superiores, con frecuencia cavitado, y no siendo raro el derrame pleural
como Unica manifestacion radiol6gica. Ocasionalmente, en las personas
inmunocompetentes, la tuberculosis puede presentarse con afectacion
extrapulmonar o diseminada. Estas son, sin embargo, las formas clinicas
mas frecuentes en las personas con SIDA o inumunocomprometidas por
otras causas. No es raro el aislamiento de M. tuberculosis a partir de la sangre
en personas inmunocomprometidas.*?

TRATAMIENTO

El tratamiento debe ser estrictamente supervisado (estrategia
- TAES) por personal de salud o por personal debldamente capacitado,
quién verificara la ingesta y degluci6n del medicamento.’

Tratamiento primario acortado:

Fase Intensiva: Diario, de lunes a sabado, hasta completar 60 dosis
Administracién en una toma
Combinacion fija clave 2414, 4
Medicamentos Separados (dosis) grageas
Rifampicina 600mg 150mg [ clave 2405
Isoniacida 300 mg 75mg 3 3tabletas
Pirazinamida 1,500 mg a 2,000 mg 400mg -
Etambutol (a) 1,200 mg 400 mg
Intermitente, 3 veces por semana, lunes, miércoles y viernes, hasta
Fase de Sostén: completar 45 dosis. Administracién en una toma.
Combinacion fija clave 24154
Medicamentos Separados (dosis) cipsulas
Isoniacida 800 mg 200 mg
Rifampicina 600 mg 150 mg

(a) usar en personas mayores de 8 anos, puede ser reemplazado por estreptomicina.

10



I_os casos de TB del SNC y miliar u 6sea, ingresan al mismo esquema
- durante 12 meses o hasta completar 180 dosis. La indicacién de este
tratarmento debe ser asesorada por el responsable del programa.

COMPOSICION QUIMICA DE LA BACTERIA

La caracteristica quimica mas importante de las micobacterias es la
abundancia de lipidos céreos en la pared celular, que constituyen mas de un
60% de su peso seco, y esto le confiere la denominacién de bacilo acido-
alcohol-resistente (BAAR)14 3

El esqueleto de la pared celular estd compuesto por 3 estructuras
eslabonadas covalentemente peptidoglicano, arabinogalactano (AG) y
acidos micolicos.' La estructura celular de esta bacteria consta de una gruesa
pared separada de la membrana celular por el espacio periplasmico con 4
capas, la mas interna es el glicopéptido o peptidoglicano con moléculas de
N-acetilglucosamina y acido N-glicosilmuramico, con cortas cadenas de
alanina. Esta capa es el esqueleto de la bacteria, el cual le imparte rigidez y le
da forma. Por encima de ella hay otras 3 capas compuestas de:

18 polimeros de arabinosa y galactosa

2% formada por los 4cidos mic6licos (acidos grasos derivados), con
importancia taxon6mica entre micobacterias y nocardias.

3% la mas superficial, formada por los sulfolipidos.”*

El peptidoglicano esta unido al arabinogalactano (polisacarido
ramificado) por enlaces fosfodiéster.

Los acidos micolicos son P-hidroxiacidos grasos grandes,
o-sustituidos, que se presentan como ésteres unidos a los polisacaridos, en
M. tuberculosis el tunico 4cido micélico es el factor cordéon (6,6'-
dimicoliltrehalosa); esta molécula esta asociada con la virulencia de dicha
bacteria y con una amplia gama de actividades biologicas:

A citotoxicidad de la membrana celular

4 inhibicion de la migracion de polimorfonucleares
4 induccion de la formacion de granulomas

A actividad adyuvante

A actividad antitumoral, y

11



A hablhdad para activar la via’ altema del complemento 121516

Otra molécula asociada a la v1ru1enc1a es el 2'-sulfato de 2,3,6,6'-
tetraacetiltrehalosa (sulfolipido de trehalosa), que forma parte de los lipidos
asociados con la pared, y que estan intercaladas con las cadenas
hidrocarbonadas de los dcidos micélicos, son grupos acil grasos de longitud
medla (CysaCsg) ycorta (CpaCy). -

- Estas moléculas evitan la fusién fagolisosémica que sigue a la
fagocitosis de la micobacteria, y permiten de este modo que los
microorganismos sobrevivan como parésitos intracelulares facultativos. ™'

Esta pared celular se presehta'en la figura 4.

DIAGNOSTICO

-El diagnoéstico de la tuberculosis, que es el reconocimiento de los
enfermos, se realiza basicamente por medio de la bacteriologia, teniendo
como apoyo el clinico, la radiologia y la reaccion de tuberculina (PPD). Es
importante mencionar que los resultados de las pruebas de laboratorio deben
correlacionarse con la historia clinica del paciente, lo cual permite minirmizar

el dafo potencial a éste por un mal diagnostico; para esto la comunicacion y
cooperacién entre clinicos y personal de laboratorio es necesaria.”

La bacteriologia posee los recursos técnicos que permiten la
demostraciéon del bacilo acido-alcohol resistente, por medio de la
baciloscopia y cultivo. La primera es la técnica fundamental tanto para el
diagnostico bacteriologico de los pacientes sintomaticos respiratorios (con
tos productiva) como para el control del tratamiento, debido a que es el
método mas simple, rapido, especifico y barato, ademas de que identifica a
los pacientes mas contagiosos .

El cultivo es el método que tiene mayor sensibilidad para determinar
la presencia de micobacterias, debido a que puede detectar 10 bacilos/mL en
las muestras” para que sea positivo, mientras que la bacﬂoscopla requiere de
5,000 a 10,000 bacilos por mL de expectoracion®, lo que representa una
desventaja La sensibilidad del cultivo es de 80°/o~85°/o y la especificidad de
: 98°/
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El diagnostico definitivo de la tuberculosis requiere el aislamiento de
la bacteria en medio de cultivo y su identificacién por medio de pruebas
bioquimicas y morfologicas. Los medios para el aislamiento estian basados en
3 formulaciones generales:

a) Medio agar semisintético (Middlebrook 7HI0 y 7HI1l) que se
emplean para observar la morfologia colonial y prueba de susceptibilidad; los
mismos medios pueden convertirse en selectivos por la adicion de
antibioticos.

b) Medio a base de huevo (por ejemplo Lowenstein-Jensen) se
emplea para desarrollo de los bacilos de muestras de pacientes, en un tiempo
aproximado de 3 a 6 semanas, aunque hay cepas que requieren de 8-12
semanas.

¢) Medios liquidos ( Middlebrook 7H9 y 7H12) para la proliferacion
de los indculos pequeiios. ~

No existe un acuerdo generalizado sobre que medio utilizar, pero se
recomlenda el uso‘de :un medio de cultivo ].1%111(10 y un sélido a la par, para
"cobactenas hiladn

~ CULTIVO

Todas la uest:ras ‘clinicas sospechosas de contener micobacterias
se deben sembrar en mechos de cultivo adecuados por las siguientes razones:

0S 'ultlvos son mucho mas sensibles que los examenes
microscopicos, pudiendo detectar una cantidad tan pequena como
lO bacterlas por mL de muestra clinica digerida y concentrada.

2.- Los aislamientos en cultivo puro son hecesarios normalmente
para poder identificar las especies de las cepas aisladas.

3.- Si la baciloscopia es un indice de la eficacia del tratamiento, el
cultivo ?ermlte asegurar la negativizacion y curacién del
paciente.

4.- Serequiere para realizar pruebas de Drogosensibilidad.

14



Sin embargo, cuando se hicieron los primeros intentos a fines del
siglo X1X, la recuperacion de micobacterias a partir de un medio de cultivo

sobre la base de agar no tuvo buenos resultados, y por medio de la~

experimentacion se encontr6é que un medio que contenia huevos enteros,
fécula de papas, glicerol y sales, solidificado por calentamiento a 85°- 95°C
durante 30 a 45 minutos, servia para el aislamiento de M. tuberculosis.””

Este medio condensado (proceso de solidificacion por calor del
medio que contiene proteinas), es mas susceptible a la licuefaccion
proveniente de los efectos de las enzimas proteoliticas producidas por
bacterias contaminantes que un medio solidificado por el agregado de agar.
Posteriormente se descubri6 el empleo de colorantes de anilina, como el
verde de malaquita o el cristal violeta, para el control de las bacterias
contaminantes. El verde de malaquita (oxalato) es el colorante que se agrega
con mas frecuencia a los medios de cultivo no selectivos en concentraciones
que oscilan entre:

a) 0.025g/100 mL para el medio Lowenstein-Jensen

b) 0.052g/100 mL para el medio Petragnani

c) 0.0025g/100 mL para el medio Middlebrook 7H10

d) 0.0025g/100 mL para el medio Middlebrook 7HIl, con la
diferencia del anterior que se le adiciona 0.1% de hidrolizado de
caseina.

Los medios de Middlebrook contienen agar, lo cual los hace
transparentes y permiten la deteccion precoz del crecimiento

~ después de 10 a 12 dias, en lugar de los 18 a 24 dias de incubacion de
los otros medios. Esto se debe parcialmente a la adicion de biotina y
catalasa para estlmular el restablecumento de los bacilos dafiados en
las muestras clinicas.” y

© MEDIOS SELECTIVOS: Son aquellos medios que contienen
agentes antimicrobianos para suprimir la contaminacién bacteriana y
micotica. Aunque ciertos agentes antimicrobianos reducen la contaminacion,
también pueden inhibir el crecimiento de las micobacterias, por lo que deben
ser controlados los tiempos de exposicién.” Entre estos medios tenemos:

a) L-J, modificacion de Gruft: contiene RNA 5mg/100 mlL,
penicilina 50 U/mL, acido nalidixico 35 ng/mL

15



b)

d)

©

L-J: cicloheximida 400 pg/mL, lincomicina 2p.g/mI_ ac1do'
nalidixico 35 pg/mL

Middlebrook 7HIO: cicloheximida 360 pg/mlL, hncom1c1na
2ug/mlL, acido nalidixico 20 pg/mL

Selectivo 7H11 (medio de Mitchison): no contiene verde de

malaquita, carbenicilina 50 pg/ml, anfotericina B 10 pg/mlL,
polimixina B pg/mL y lactato de trimetoprima 20 pg/mL."”

MEDIOS LIQUIDOS DE LECTURA MANUAL

*El sistema Septi-Chek MB (Becton Dickinson): consiste en

un medio bifiasico de 20 mL de caldo Middlebrook 7H9

enriquecido con CO,, suplementado con factores de
crecimiento y antibidticos, al que se le acopla en la parte
superior después de la inoculacion de la muestra un
dispositivo. Este dispositivo tiene tres medios de cultivo, por
un lado un agar Middlebrook 7HI1 no selectivo, que permite el
crecimiento de la mayoria de las micobacterias y, por otro lado,
dos secciones, una con un medio modificado de Lowenstein-
Jensen, y otra con agar chocolate para detectar
contaminaciones. El medio liquido es invertido sobre la fase
solida inicialmente y a intervalos durante la incubacion. El
sistema se revisa visualmente. El crecimiento se detecta tanto
en el medio liquido como en Ia fase solida.

Ventajas:  Ofrece la posibilidad de disponer un crecimiento sobre la
fase sélida que puede utilizarse para practicar pruebas de identificacién sin
necesidad de realizar resiembras adicionales, y ademas facilita la deteccion de
cultivos mixtos.

Desventajas: Los principales inconvenientes del Septi-Check MB son la
lentitud en la deteccion del crecimiento con respecto al sistema BACTEC
460 TB, no permite realizar estudios de sensibilidad in vitro y falla con
frecuencia el sistema de identificacion presuntiva de tuberculosis que lleva
incorporado en su fase solida.
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*El medio de cultivo Mycobacterial Growth Indicador Tube
(MGIT) (Becton Dickinson), utiliza también un caldo de
Middlebrook 7H9 al que se incorpora un censor fluorescente
formado por un compuesto de rutenio pentahidratado sobre
una base de silicona sensible al O,. A medida que se produce
crecimiento bacteriano se consume O, y esto permite observar
fluorescencia en el tubo mediante el uso de un transiluminador
de luz ultravioleta de 362 nm.

Ventajas: Este medio en la actualidad esta automatizado.

Desventajas: presenta falsos positivos, tubos en los cuales existe
fluorescencia pero en los que la baciloscopia y el cultivo son negativos para
Mycobacterium spp. El nimero de estos falsos positivos podria disminuir con
la experiencia. Actualmente, existen limitaciones en la realizacion directa de
sondas de identificacién y antibiogramas, que en un futuro, podrian

solucionarse.

© MEDIOS LIQUIDOS DE LECTURA SEMIAUTOMATICA

*El sistema BACTEC 460 TB, es el mas ampliamente evaluado,
utiliza el medio de cultivo liquido Mlddlebrook 7HI12 y como
sustrato 4cido palmitico marcado con C. Durante el
crecimiento bacteriano se produce *CO,, que es detectado por
'el sistema y lo traduce en indice de crecimiento.

Desventa]a o :Este sistema utiliza reactivos radiactivos, es

: sem_lautomatlzado y requiere de una amplia manipulacién de
los viales a lo largo de todo el perfodo de incubacion. Ademas
“existen falsos positivos por contaminacién de M. tuberculosis de
un vial positivo a otro que probablemente no lo era.

- En la actualidad, se estan evaluando varios métodos automatizados
‘para el cultivo de Mycobacterium spp. en medio liquido, todos ellos adaptados
de los sistemas automaticos de hemocultivos, utilizando medios de cultivos
apropiados y sistemas capaces de detectar micobacterias de muestras

17



© MEDIOS LIQUIDOS DE LECTURA AUTOMATICA

*Sistema ESP, utiliza un vial conteniendo el medio liquido 7H9
modificado suplementado con OADC para el enriquecimiento.
Cada vial lleva incorporado una esponja de celulosa que permite
una mayor area de superficie para el crecimiento de la
micobacteria. El sistema puede detectar micobacterias de
esputo, sangre, heces, jugo gastrico, etc, basandose en una
medida manomeétrica de consumo de oxigeno.

*E] sistema MB/Bact, utiliza el medio liquido Middlebrook
7H9 modificado. Cada botella lleva incorporada en la base un
censor colorimétrico que detecta la presencia de CO, como
indicador de crecimiento bacteriano. El cambio de color, de
verde a amarillo es monitorizado continuamente por un
reflectémetro que se halla en la unidad de deteccion. Estos
valores medidos cada 10 minutos son transmitidos a un
ordenador, que basindose en un sofisticado algoritmo, indica
que en el medio existe crecimiento bacteriano.

En estos sistemas se realiza la incubacién y la lectura
automdticamente. El sistema lo detecta como positivo o lo descarta como
negativo, sin que se produzca ninguna manipulacion desde que la botella es
introducida en el sistema. También se encuentra actualmente en desarrollo
otro sistema MGIT 960, que automatiza el antiguo sistema manual. >
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CONTROL DE CALIDAD

El cultlvo es el estandar de oro para el diagnostico de enfermedades
infecciosas y particularmente para Tuberculosis. Asi, evaluar la Calidad de
la técnica del cultivo es tarea compleja, debido a la multitud de factores
(calidad -y manejo de la muestra previo al proceso de aislamiento,

" principalmente), no obstante, la aptitud del medio de cultivo para que se
lleve a cabo la duplicacién de los bacilos es una parte fundamental para el
éxito.

La Calidad es la capacidad de satisfacer las necesidades del cliente

en cuanto a productos y servicios, y este concepto no se limita a la ejecucién

" técnica de productos o servicios, si no también al conjunto de las actividades
~de las instituciones o empresas.

- La calidad se ha convertido en una politica empresarial y representa
unode los factores estratégicos de éxito en la actualidad. Esta forma de
- proceder se denomina Aseguramiento de la Calidad.

Calidad implica la participacion de todo el personal de la entidad y
pone énfasis en la satisfaccion del cliente, lo cual permite un sistema
multidimensional y diniamico que involucra a un proveedor con calidad
asegurada, una empresa con su proceso de Gestion de Calidad y un cliente
satisfecho.

Validar un proceso cualquiera significa verificar que el procedimiento
seguido es el adecuado para obtener el fin propuesto.

El conéepto ‘de validaciéon es de especial interés en el analisis
microbiologico, ya que forma parte de la Calidad.

Validar el proceso de basqueda de un microorganismo en una muestra
significa demostrar la presencia de éste con la técnica empleada. Validar es
tener una apreciacion objetiva de la Calidad del proceso mediante datos
numéricos del recuento de UFC (umdades formadoras de colonias) a partir de
un inéculo de concentracion conocida.®
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Asi, para asegurar la garantia de ut1hzac1on le los medios de -~
cultlvo €stos deben someterse a tres tlpos de control e ety '

a) para verificar la_ ausenc1a de contamm

estenhdad)

b) para comprobar que bactenologlcamente cumple los
los que esta destmado (Promoci6n del desarro]lo) y

: c) saber su limlte de utﬂlzacmn (control de caduc1dad)

Este Control de Calidad debe ser aplicado a todo medio que se
emplee para diagnéstico. Sin embargo, no existe un documento expedido
por la Secretaria de Salud, o cualquier otra dependencia, en el cual se
establezca de forma especifica una metodologia para el medio L-] que
asegure su garantia de utilizacién; ya que el material bibliografico™
proporcionado, tnicamente hace mencién del Control de Calidad en medios
que se emplean normalmente en el Laboratorio Clinico, olvidando los
medios especiales que aislan determinado microorganismo.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA
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La distribucién de la tuberculosis es mundial, y en México es la
decimonovena causa de muerte (1999); la curacion depende del diagndstico
certero y tratamiento oportuno, para lo cual, se emplea el cultivo, que es el
método bacteriologico mas sensible y especifico para descubrir la presencia
de micobacterias en las muestras, en especial, para los casos donde los
bacilos son escasos. Sin embargo, no se encuentra sistematizado ni el mas
elemental método de control de calidad, en cuanto a la valoracién de la
eficiencia del medio de cultivo, materia prima de la cual depende en gran
parte el éxito en el alslarmento de las bactenas

Por tal razén se propone realizar un estudio de control de calidad

mediante la promocion del desarrollo de M. tuberculosis cepa de referencia
H37Rv ATCC 27294 en lotes de medio Lowenstein-Jensen de 4 diferentes
procedencias.
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OBJETIVO GENERAL
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v" Demostrar la calidad de los lotes de medio de cultivo Léwenstein-
Jensen de diferentes procedencias, mediante la promocion del
desarrollo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294.

OBJETIVOS PARTICULARES
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= Estandarizar la suspensién de M. tuberculosis (inéculo) por
nefelometria de McFarland.

¥ Realizar el registro de las caracteristicas fisicas de los distintos lotes,
asi como la cuenta viable de M. tuberculosis en los medios de cultivo de 4
diferentes procedencias.

® Obtener los valores de la RELACION DEL NUMERO DE
COLONIAS (RNC) de M. tuberculosis H37Rv para cada uno de los lotes
del ensayo en el primer mes a partir de su preparacion.

® Determinar el efecto de la conservacién de 1 a 12 meses de un lote de
medio Léwenstein-Jensen mediante los valores mensuales de RNC.

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN
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HIPOTESIS
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% Los lotes de medio de cultivo Léwenstein-Jensen de distintos ‘
origenes inoculados con una suspension estandar de M. tuberculosis daran
RNC similares en cada ensayo.

+ La cahdad (RNC) sera constante para los lotes preparados en
dlstmtas ocasmnes de n rmsmo origen.

~ Los valores de RNC de un lote de medlo I_t)wenstem—Jensen en los '
ensayos mensuales enun lapso de12 meses, ira dlsmlnuyendo
s1g‘n1f1cat1vamente : :
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TIPO DE ESTUDIO

** Experimental, longitudinal, comparativo y prospectivo

CRITERIO DE INCLUSION

> Cultivo de M. tuberculosis H37Rv con tercera semana de
crecimiento e incubacién a 37°C

» Medios de cultivo con preparacion reciente a la fecha de la
realizacion del ensayo (del mes)

CRITERIO DE ELIMINACION

> Medios contaminados
> Cepa que no tenga tres semanas de incubacion

VARIABLES DEPENDIENTES

> Tlempo en el que el proveedor trae el medio
> Cuenta v1able de M tuberculoszs

VARIABLE INDEPENDIENTE

> Suspension estiandar de M. tuberculosis (tubo #l de
McFarland)
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DIAGRAMA DE FLUJO
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CULTIVO DE M. tuberculosis TINCION
(cepa de referencia) :>

ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION BACILAR POR
NEFELOMETRIA (TUBO #l McFARLAND)zg

ETAPA DE ENTR.ENAMIENTO
L CON E. coh (2 SEMANAS)

CUENTA VIABLE CON M. ruberculosis H37Rv R
CON MEDIO UIMEIP® (SEMANAI_) o 'S

TINCION DE_tA‘ suSPENsION DEL TUBO # 1 DE McFARLAND

PREPARACION MENSUAL DEL MEDIO UIMEIP®

ENSAYO CON L ENTES LOTES (MENSUAL)" -

U LECTURA'ALA3Y, 4“Y P
‘5‘I SEMANA DE LOS TUBOS DEL ENSAYO

. EVALUACION
DE LA PROMOCION DEL DESARROLLO

CALCULO DE:RNC‘ ' TESIS Civi

FALLA DE ORIGEN

- INTERPRETACION DE. RESULTADOS

* UIMEIP: Unidad de lnvesti‘gaéf'()n »Méc'li,ca éh‘Eﬁfefr‘r&)‘ ﬁdés viIhfeEc'ios:'xé y Parasitarias. Casa Comercial A

25



MATERIAL Y METODOS
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v" MATERIAL:

< Cultivo de 3 semanas de incubacién de Mycobacterium tuberculosis
- cepa H37Rv ATCC 27294 :

¢ Lotes de medio Lowenstein-Jensen (L-J) de diferente
procedencia: Casa Comercial A, Casa Comercial B, Casa
Comercial C, Casa Comercial D. De cada mes. Y un lote de la
Casa Comercial B para Caducidad.

v" REACTIVOS
* NaOH AL 2%
* Etanol al 70%
*Fosfato monopotiasico anhidro
*Sulfato de magnesio
*Citrato de magnesio
*L-asparagina
*Verde de malaquita (oxalato)
*Regulador de fosfatos pH 6.8 estéril

*Glicerina bidestilada
SUPLEMENTO: *Huevo fresco libre de antibioticos vy
patogenos
v EQUIPO

© Campana de bioseguridad Nuaire, Class II type A/B3 modelo
No. Un-440-400

© Espectrofotémetro Jenway 6405UV/Vis

© Agitador Fisher Vortex Genie 2 cat No. 12-812

® Microscopio Zeiss mod. K-70

© BACTEC TB 460 system Becton-Dickinson

© Coagulador ]J.M. Ortiz No. 774
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v METODO

<+ ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION DE
M. tuberculosis PARA OBTENER EL INOCULO DE LA
CUENTA VIABLE:

> Preparacion de la suspension bacilar por comparacion visual:

1* intento: Realizar una suspension peso /volumen®®: pesar en
un tubo de 13X100 2 mg de masa bacilar y disgregar con un
aplicador con punta afilada en las paredes del tubo,
posteriormente suspenderlo en 1 mL de regulador de fosfatos pH
6.8, comparar de forma visual con el tubo #1 de McFarland.

22 intento: Preparar una suspension bacilar de turbidez
semejante al tubo #1 de McFarland, compararlo 6pticamente y con
lectura en espectrofotometro.

> Preparacion de la suspension bacilar por el método de las
proporciones de Cannetti, Rist y Grosset? y Cuenta viable:
protocolo del centro de referencia de Buenos Aires, Argentina
(InDRE)*:

3er intento:

Mantener por medio de resiembra en medio L-] 1a cepa
de referencia M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294.

PROMOCION DEL DESARROLLO
En una gradilla colocar los tubos de medio de las 4 diferentes
Casas Comerciales (A, B, B Caducidad, C y D) por dilucién, y

posteriormente:

a) disponer de una cepa de M. tuberculosis con incubacion de 3
semanas (fase de crecimiento logaritmico)
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b) ‘retirar toda la masa bacilar posible con un aplicador de madera
con punta afilada, teniendo cuidado de no raspar el medio.
c) colocar en un matraz Erlenmeyer de 50mL estéril que contiene
10 perlas de vidrio y adicionar 200 microlitros de regulador de
fosfatos pH 6.8 estéril
d) agitar vigorosamente durante 5 minutos a modo de conseguir la
mayor dispersion bacilar
e) - adicionar 4 mL de regulador de fosfatos pH 6.8 estéril y seguir
agitando
f) transvasar a un tubo de 16x150, y dejar en reposo por 15 minutos
para que sedimenten las particulas grandes
g) transferir el sobrenadante a una celda para leer en el
espectrofotémetro a 580 nm?®, ajustar la absorbancia de 0.256 a
0.302, rango correspondiente al tubo No. 1 de McFarland.
h) realizar diluciones seriadas: 1072, 10™, 10°, 10° y 0.5x107%,
0.2x10* y 0.5x10
i) inocular 0.2 mL de las diluciones 10 y 10 en la muestra de 10
‘tubos proporcionados por las diferentes Casas Comerciales (5 .
tubos por dilucién), previamente seleccionados al aza
- rotulados o
j) distibuir el in6éculo en toda la superficie del medi
movimientos oscilatorios hasta la completa absorcio
liquido, e incubar en posicién inclinadapor48 h a37°C -~ .
k) realizar ensayos semanales con las diluciones 0.2x10%,10% 'y
 0.5x10° con el medio de la Casa Comercial A, 5 tubos por
dilucién
1) observar a las 48 h cada tubo para comprobar la ausencia de
contaminantes. Continuar la incubacién en posicion vertical y
realizar el recuento de colonias al cumplir la 32, 4* y 5* semanas
de inoculados.

EVALUACION DE LA DISPERSION BACILAR Y VIABILIDAD

Realizar la comprobacion de la dispersion bacilar de M. tuberculosis
por microscopia y viabilidad por el método radiométrico. (anexo 1)
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o< DETERMINACION DE LAS CARACTERISTICAS FISICAS
DE LOS TUBOS CON MEDIO L-] DE LOS DIFERENTES LOTES
DE CADA PROVEEDOR (CASA COMERCIAL):

a) COLOR: determinar por la comparacion de cada tubo con
el patron de colores de Sherwin Williams ntmeros
61,65,103,106; de ahi la connotacién swl717 (por ejemplo).

b) BURBU]JAS: las burbujas estdn expresadas con claves que
reflejan la cantidad de éstas que presenta cada tubo:
Bl-=1a 9 burbujas .
B2-10 a 20 burbujas, y
B3> 20 burbujas. '

c) pH: retirar el agua de condensacioén de cada tubo y por
lote con una pipeta Pasteur, colocar en un tubo hmplo y
tomar el valor de éste con tiras reactivas.

d) CONTAMINACION ®: observar en el medio la
presencia de colonias y descartar el tubo que presente
algin indicio de desarrollo microbiano.
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<  PREPARACION DEL MEDIO DE CULTIVO: MANUAL DE
PROCEDIMIENTOS DE LABORATORIO INDRE/SAGAR: 18.
TUBERCULOSIS, pp. 94-95% (CASA COMERCIAL A)

MATERIAL:
*25 piezas de huevo fresco libre de antibiético y patégenos
*Tubos de 15x120 con tapa de baquelita (estériles)
*Matraz Erlenmeyer 2L (estéril)

Todo el material de vidrio fue tratado con HCl 1%, para eliminar
cualquier resto de detergente (anexo 2)

PROCEDIMIENT O'
1*dia Preparacion de la base de sales (esterilizar a 121°C por. 15 mm)
. Fosfato monopotasico anhidro f24g .
Sulfato de magnesio - 0. 24g
Citraro de magnesio 20.6g:
L-asparagina 3.6g
Glicerina bldestllada -12mL
Agua destilada 600 mL
| Pesar las sales, disolverlas en ¢l agua caliente y ad1c1onar la ghcerma
2°dia |- Verde de malaquitaal 2% =~ 20mL:
N Huevos enteros IOOOmL ,

. ¥ Colocar las 25 piezas de huevo fresco, con mucho cuidado, en un vaso de
precipitado de 1L, cubrirlos con NaOH al 2% por 30 min, posteriormente
cepillar y enjuagar en agua corriente

v’ Escurrir y cubrir con etanol al 70% por 30 min, secar con un trapo estéril
v’ -Preparar el homogenizado de huevo rompiendo uno a uno, observar la
integridad y conservacion de la yema, y adicionar en el matraz de 2L
batiendo (contiene vidrios estériles)
v' Mezclar
Base de sales 600mL + verde de malaquita 20mL + 1000m1L
de homogenizado de huevo — % 15 min a vacfo

v" Repartir a cada tubo 7mL de medio
v" Coagular por 40min a 80-82°C
v’ Someter a prueba de esterilidad por 48 h

5° dia Etiquetar los tubos (L-J fecha de preparacién)
Conservar el medio en el cuarto frio

Cantidad de tubos preparados: 200 tubos

ROy
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DISENO ESTADISTICO
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Se realizara estadistica descriptiva e inferencial: ;
‘R ANDEVA de un factor en el chseno completamente aleatono :
con a=3%, y : 5 R R e ‘

‘R Prueba de hipétesis acerca de la deerenc1a de 2 medms con 0'1_

y o> desconocidasy deerentes con a- 5°/o '

> CALCULO DE LA RELACION DEL NUMERO DE COLONIAS
(RNC)

El RNC es el cociente del crecmnento
sumana/ colomas delas® semana (con una dﬂucmn 10 5)
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RESULTADOS
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¥ ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION DE M. tuberculosis:

4 Peso / volumen:
ler intento: no se obtuvo una suspension bacilar, observada por
microscopia y método radiométrico, lo suficientemente dispersa como
para obtener una cuenta viable satisfactoria.
22  intento: el grado de dispersién bacilar tampoco fue
satisfactorio, esto se observé por microscopia, método radiométrico y
comparacion en el espectrofotometro con el tubo #1 de McFarland.

A Meétodo definitivo: : e
3er intento:  la dispersi6n bacilar por este metodo pernutlo tener S
una suspension mas homogénea que las 2 pnmer
porque se verifico por: ' s
a) Espectrofotometria: comparac16n con- el tubo #1 de McFarland '
en donde estd ubicado en un rango de absorbancias (0.256 -
0.302)
b) microscopia: observacién de la dispersién bacilar
c) viabilidad de los bacilos con el equipo radiométrico BACTEC
460 TB: el resultado que expresa el desarrollo bacteriano es la
duplicacién del GI de un dia a otro, Grafica 1.

iNDICE DE CRECIMIENTO (Gl) DE_M. tuberculosis H37Rv

4 7T ——e——SEPTiEMBRE
|___—®—OCTUBRE

Gl
. 8 3 K 8 8 8 3§ B 8

DIAS INCUBACION

T\SIS coN
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£ DILUCIONEsf'SfERIAISAs?'r e

Las dilucion ‘rpleadas o en los ensayos semanales ~son las

02x10* | 1x|10'5, —  0.5x10”
I ' ; ' , )
600 Col/ mL v R /
l 300 col/ mL 150 col/ mL
120 col/ 0.2mL 60 col/ 0.2 mL 30 col/ 0.2 mL

La cifra inicial es la suspensién madre de la cual se parte y
corresponde al tubo #1 de McFarland. A continuacién se expresan las
diluciones realizadas y posteriormente el ntimero de colonias esperadas por
tubo en cada dilucién, con un inéculo de 0.2 mL (cifras en negritas).

Las diluciones empleadas en los ensayos semanales son seriadas y la
proporcionalidad entre cada una se observa enla TABLA B'

PROPORCIONALIDAD DE LAS DILUCIONES EMPLMDAS EN CUENTA
VIABLE SEMANAL

"TABLAB
S DILUCION
PERIODO 0.2x107 | X107 [ 0.5x10°
o Numero de colonias promedio
Marzo Ol o144 6 2
Julio 01 18 4 2
Oct Ol/ Abril 02 11 7 0

En esta tabla se muestran 3 fechas que pertenecen a ensayos
iniciales, intermedios y finales a lo largo de un afio, en los cuales se aprecia el
duplicado del namero de colonias promedio, correlacién esperada.
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£ CARACTERISTICAS FISICAS DE LOS 4 DIFERENTES MEDIOS
PROPORCIONADOS POR LAS DISTINTAS CASAS COMERCIALES Y
CUENTA VIABLE DE CADA LOTE:

En las tablas 1 a la 5 se recopilaron las caracteristicas fisicas de los
medios antes de ser inoculados y el resultado de la cuenta viable expresado
como el namero de colonias a la 52 semana, la media (X), RNC, desviacion
estandar (s) y coeficiente de variacion (CV).

- Los cocientes plasmados en las caracteristicas fisicas indican que el
numerador es el numero de tubos que posee tal caracteristica y el
“denominador es el total de tubos ensayados.

CARACTERISTICAS FISICAS PREVIAS A LA INOCULACION Y RESULTADOS DE
LA PROMOCION DEL DESARROLLO DEL MEDIO L-] CASA COMERCIAL “A”

TABLA1
. =@
TOTAL DE mg S~ |4 ’5
IDENTIFICACION : COLONIAS | & % Q= g 1
DEL LOTE CARACTERISTICAS FISICAS DE L-J Sé‘“l::,‘ W3 RNC | =& E 3
DILUCION | = & R [GE
10° 8 é 5 E o é
- 8=
AGUADE
CONDEN. COLOR BURBUJAS
pH
FEB Ol 10/10 Bl
300101 swl717 8/10 20 4 0.70 1.5 39.5%
MARZO 0} 2/10 10/10 B2
200301 _pH7 swl716 9/10 347 | 694 0.84 10.3 15%
ABRIL 01 20/20 12/20sw1738
270401 pH7 8/20swl1737 59 11.8 | 059 8.8 74.5%
MAYO 01 20/20 20/20 Bl
180501 pH7? swl737 5/20 52 | 104 ] 12 5.68 | 54.6%
JUNIOO! 20/20 20/20
270601 pH7 swl717 23 4.6 0.34 5.36 116.5%
JuLiool 20/20 20/20 Bl
160701 _pH7 swl449 4/20 141 | 282 150 25.86 | 102.6%
AGOSTO 01 19/20 20/20 Bl
210801 _pH7 swl738 2/20 5 1 0 1 100%
SEPTIEMBRE 01 20/20 20/20
250901 _pHY swl718 ol o 0 0 0
OCTUBRE 01 20/20 20/20
161001 _pH7 swl717 51 | 102 ] 0.88 4.9] | 48.13%
NOVIEMBRE 01 15/20 18/20swl1716 Bl
211101 _pH7 2/20sw1449 2/20 13 | 26 1 1.81 69.61%
DICIEMBRE 01 20/20 20/20
211101 _pH7? swl717 12 | 24 | 0.083 | 4.82 | 200%
ENERO 02 14/20 20/20 Bl
230102 _pH7 swl716 1/20 4 08 1 0.447 | 56%
FEBRERQ 02 14/20 6/20sw1449T
120302 pH7 14/20sw1449 2@5 5 0.44 5.19 104%
NOTA: Los tubos empleados para envasar el medio son de vidrio de 20X125, con tapa de rosca de baquelita y el volumen del medio de

7mL @ FEn el mes de Febrero 02 lote 120302, un tubo de 20 a las 48 h de incubado estaba contaminado.
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CARACTERISTICAS FISICAS PREVIAS A LA INOCULACION Y

RESULTADOS DE LA PROMOCION DEL DESARROLLO DEL MEDIO

L—_] CASA COMERCIAL“B”
TABLA?2
i~
NOM. a8 30 I 5
TOTALDE | s 3 Qo E =
i COLONIAS | 2 : S= &8
. : . CARACTER[STICAS ALAS a g RNC | & 5 o0
IDENTIFICACION| © " FISICAS DE L-J D,LSEC,ON a AEIES
DELLOTE " =8 S®|lc=
g g o>
=B
AGUADE| COLOR BURBUJAS
CONDEN.,
pH
FEB 01 8/10 | 5/10sw1736 B3 , 1 L
ML]-276 pH7 |5/10swi449 /10 50. . 1101028 }12.4 | 124%
MARZO 01 510 10/10 _ e —
M]L-279 pH 7 swlz37 2185 7537 |-0.61 | 117- ['316%
ABRIL 01 10710 10/10 [ EaE PR :
ML]-288 pH7 swl736 » 2200 14| 025 | 24| 60% |
MAYO 0l 10/10 10/10 Bl
MLJ-292 pH7 swl736 3/10
JUNIO 01 10/10 10/10 Bl
ML]}-295 pH7 swl736 1710
JULIC 01 10710 10/10
ML]-301 pH7 swl736
AGOSTO01 10/10 10/10 Bl
ML]-304 pH7 swl736 2/10
SEPTIEMBRE 01 10/10 10/10 Bl
MLJ-307 pH7 swiz36T 1/10
OCTUBRE 01 3/10 10/10 Bl
MLJ-312 pH7 swl449 4/10
NOVIEMBRE 01 10/10 10/10 B
ML]-314 pH7 swl736 4/10
DIGIEMBRE 01 10710 10710
MLJ-315 pH7 swl736
ENERO 02 10/i0 10110 Bl
ML]-315 pH7 swiz3et 5/10
FEBRERO 02 10110 10/10 Bl
MLJ-317 pH7 swlz367 5/10
MARZO 02 10/10 10/10
ML]J-318 pH7 swl1736
ABRIL 02 10/10 10/10 Bl
"~ MLJ-321 pH 6 swl737 2/10

NOTA: El tipo de tubo empleado para envasar este medio son de vidrio dc 16X150 para el Iote o
ML]J-276 y tapa de rosca de baquelita, los demas lotes son de 20X125, con tapa dc rosca “de’

plastico.

***El volumen del medio es de 7mL, y lo especifica cn el marbete.
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CARACTERISTICAS FISICAS PREVIAS A LA INOCULACION Y
RESULTADQS DE:LA PROMOCION DEL DESARROLI_O DEL MEDIO

L'J CASA COMERCIAL ‘B CADUCIDAD" ft

TABI_A3 .
. CNoml g z@ |23
ey TOTAL DE mév S EE
IDENTIFICACION | COLONIAS @ . O g &5
: : CARACTERISTICAS FISICAS |- ALAZ | 35 . | RNC | £ zZ |88
' : DELJ P DILUCION e BE Eé
oo =8 28 Jo
] 0>
4=
: AGUADE | COLOR |BURBUJAS
ML_]—288 EoNDEN RPIRIRAS
. - pH
ABRILOl 10710 10/10 v 1 -
: pH7 | swl736 20 4 025 24 | 60%
T 10/10 1010 I )
MAYO 01 pH7 | swl736 27| 54 | 096 | 2.07 | 38%
JUNIO 01 6/10 10/10 1 28 | 05 | L78 | 63.5%]|"
o pH7 |swi736t ' .
-3° 10710 10/10 . B
JULIOO1 pH7 | swl736 27 9.51 |~0.55 | 10.48|"110%|.
S 8/10 10/10 Bl s sl
- AGOSTO 01 pH8 | swiz3s| 110 3 1054 | 90%
5 10/10 10/10 Bl R e
SEPT Ol pH7 | swil736| 1010 41 1718 | 217% |
6 10/10 10/10 Bl N B P e
OCTUBREOL | pH7 | swi740| 10/10 45 0353 39% |
T 10/10 10/10 Bl e R e
NOV 01 pH8 |swi73eT| 1010 25 4.84.97% |
8 10/10 10/10 e < |
DIC 01 pH7 | swl449 .22 S21% |
9° 10/10 10/10 Ry
ENERO 02 pH7 swl736 20 |+115%
10° o/10 10/10 Bl c e
FEB 02 pH7 | swl736| 2/10 22 1716 | 163%
g 10/10 10/10
MARZO 02 pH7 | swl736 57 ¢ 1°12.01 | 105%
12° 10/10 10/10 Bl -
ABRIL 02 pHS8 | swl736| 2/10 63 105%

NOTA: Los tubos de los 12 ensayos son de vidrio de 20X125 col

mL de medio.

® En el mes de Enero un tubo de los 10 prescnté contamina on

S 72hde mcubado
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< CARACTERISTICAS:FISICAS PREVIAS ALA INOCULACION Y
RESULTADOS DE LA PROMOCION DEL DESARROLLO DEL MEDIO

= [-] CASA COMERCIAL“C"
. TABLA4
S NUM 8 z& (B
' R TOTALDE | " 2 S 8}
IDENTIFICACION ’ coLONIAS | & % Q5 EZ
DEL LOTE CARACTERISTICAS FISICAS ALAS {8 | RNC Ez el
oo DE L] pigtion | 24 RE |88
w | Tgpun |
0t |58 Qi g
4= o=
AGUADE | COLOR | BURBUJAS
CONDEN.
pH
FEBRERO 01 10/10 Bl
2520000 swl449 3/10 13 2.6 | 084 | 089 | 34%
MARZO 0! 10/10 BI
2520083 swl716 4/10 155 31 [0.96 | 10.6 |34.3%
ABRIL 01
2520105 10/10 Bl 23 46 | 0.69 11 |24.7%
swl717 3/10
MAYO 01 10/10 Bl R
2520125 swl716 8/10 52 :.:104 | 101 | 472 | 45%
JUNIO 01 10/10 3BL1B3
2520172 swl423 4/10 29 58 ] 0.27 | 756 | 130%
JULIO 01 10/10 | 6B1,3B2,1B3
2520255 swl422 10/10 166 332 | 112 | 39.65| 119%
AGOSTO 01 8/10 10/10 7BL,3B2
2520316 _pH7? swl423 10/10 28 5.6 {0.071] 554 | 99%
SEPTIEMBRE 01 | 10/10 10/10 2B1,8B2
2520344 pH 6 swl424 10/10 26 52 10.076 | 11.62 [223.5%
OCTUBRE 01 410 10/10 B3+++
2520372 pH7 swl423 10/10 112 224 10.2231 3118 | 139%
NOVIEMBRE 01 10/10
2520397 swl422 109 21.8 | 0.08 | 22.45] 103%
DICIEMBRE 01 7/10 10/10
2520397 _pH7 swl421 58 1.6 |0.034 | 24.82| 214%
ENERO 02 10/10 Bl
2620043 swl738 1/10 120 24 | 0.033| 48.71 [ 203%
FEBRERO 02 10/10 ® ®
2620044 swl449 18 36 |0722] 194 | 54%

NOTA: Los tubos en los que el medio esta envasado son de vidrio de 20X125 marca PYREX en los meses de
Marzo lote 2520083 y en Mayo lote 2520125, los demas lotes son de marca KIMAX, tienen tapa de rosca de
baquehrn y un volumen aproximado de 7 mL de medio.
En el mes de Octubre en el parametro burbujas se presenta (+++) para indicar que el medio estaba
poroso en los 10 tubos.
v ® En cl mes de Febrero lote 2620044 un tubo de 10 present6 en la parte superior del medio (en el
plano inclinado) una costra pegajosa amarilla, que a las 24 h de incubacién mostr6 el tubo
contaminado.

v’ Scobservo que en los 13 diferentes lotes la pared libre de los tubos estaba empanada.
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' CARACTERISTICAS FiSICAS PREVIAS A LA INOCULACION Y
VRESULTADOS DE LA PROMOCION DEL DESARROLLO DEL MEDIO

L-] CASA COMERCIAL “D”
TABLA S
e ToTALDE | 8 z@ |28
AR COLONIAS | 5 o =P
IDENTIFICACION ALAS | 8% GE |EZ
(DELLOTE | CARACTERISTICASFISICAS |, i, n8(RNC |28 |8T
- B (=] n'< ]
~ L DEL-J 00 f 28 e |3
0w
Bs Mes
P '
AGUADE { COLOR  |BURBUJAS - Sl v :
CONDEN. ERTONE PR R N T 1
pH v ot
FEB Ol 9/10 9/10SW1736 ey
15130007 pH7 1/10sw1449 “|.94.6%
MARZO 01 110 10/10
31B3001 pH7 swl736 43%
ABRIL 01
01B30012 10/10 10/10 125%
pH7 swl736
MAYO 01 10/10 10/10
07C30012 pH7 swl736 0
JUNIOO1 4/10 9/10sw1740
19D30013 pH 8 1/10sw1736 86.7%
JOLIO 01 10710
05F30011 swl736 “45%
AGOSTO 01 10110 10/10 ;
20F30012 pH7 swl740 116%
SEPTIEMBREO1 | 7/10 10710 R
29H30014 pH7 swl740 101%
OCTUBREQ1 | 10110 10/10 G
12J30014 pH7 swl740 107% |-
ENERO 02 10/10
23H30013 swl7367
ENERO 02 10/10 I R
24K30016 swl736 . e
FEBRERO 02 | 8/10 10710 B | U
09A30022 pH7 swl736 2/10 | 51|+
FEBRERO 02 10/10- : e R Bk g s
27B30022 swl717 . S25 5 2 121'»

NOTA: Los tubos de este proveedor son de vidrio de 20X115, con tapa de rosca de baquehta y
7 mL de medio expresado en el marbete. :

v El volumen del medxo en loé 13 Jotes diferentes abarca toda la longitud del tubo
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Relacion del Numero de Colonias de los 4 Diferentes Lotes

. OCasa Comercial A [ECasa Comercial B #Casa Comercial C ECasa Comercial D
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RNC del lote de Caducidad
~ OCasa Comercial B [0 Casa Comercial B Cad.
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# RELACION DEL NUMERO DE COLONIAS EN EL TRANSCURSO
DEL ANO PARA LAS 4 CASAS COMERCIALES:

~ Serealiz6 la cuenta viable con el inéculo estandar en los 12 meses
en L-J de 4 diferentes origenes, y los resultados se expresan en relacion del
numero de colonias (RNC) como se presenta en la Tabla 6.

INDICADORES DE CRECIMIENTO DE LOS LOTES DE MEDIO L-J DE LOS
4 DIFERENTES PROVEEDORES A LO LARGO DE 12 MESES

TABLA 6
ORIGEN
MES A B C D
FEB 01 0.70 0.28 0.84 0.39
MARZO 01 0.84 0.61 0.96 1.01
ABRIL O1 0.59 0.25 0.69 0.14
MAYQO 01 121 1.32 1.01 0
JUNIO 01 0.34 0.43 0.27 0.061
JULIO 01 1.50 0.73 112 0.62
AGST 01 0 0.5 0.071 0.12
SEPT 01 0 1 0.076 0.017
OCT 01 0.88 0.81 0.22 0.11
NOV o1 1 0.40 008 | 0 ceee
DIC 01 0.08 0.16 0034 | @ ceeees
ENERO 02 i 0 0.033 0.857
0.222
FEB 02 0.44 1 0.72 0.196
0.28
*TOTAL 6/13 4/13 4/13 2/13

‘La relaci6on del ntumero de colonias (RNC) para considerar
aceptable a un medlo es 20.8. Cuando éste es mayor que la unidad significa
que las colonias se hicieron confluentes a la 5% semana.

“La columna *TOTAL expresa en el denominador el namero total

dee ensayos y en el numerador el niimero de ensayos con RNC > 0.8

DISENO ESTADISTICO: ANDEVA de un factor en el disefo
completamente aleatorio: a= 5%, Fpgs34s = 2.84, Fcar= 1.8140, Ho- todas las
1 son iguales, H,- no todas las p son iguales.

Decision: Ho no se rechaza, por lo tanto no existe una
diferencia significativa en el RNC entre las 4 diferentes Casas
Comerciales.



# EFECTO DE CONSERVACION DEL MEDIO L] DE CASA
COMERCIAL B EXPRESADO EN RELACION DEL NUMERO DE
COLONIAS:

El efecto de la conservacion en un periodo de 12 meses de un lote
de medio L-J se concentra en la tabla 7. Los medios empleados son del
mismo proveedor, la diferencia es que el medio B caducidad tiene tiempos
de refrigeracion iguales al ntimero de ensayos, esto es, para Mayo tenia un
mes de conservado, para Junio 2 meses, y asf sucesivamente, hasta llegar a
12,

El analisis estadistico indica que existe diferencia significativa en
el promedio de RNC de ambos medios.

TIEMPO DE CONSERVACION
PROVEEDOR B vs PROVEEDOR B CADUCIDAD
TABLA7
P MES ORIGEN
z A B B CADUCIDAD
e ABRIL O 0.59 0.25 0.25
;’5’ MAYO 01 1.21 1.32 0.96
Z JUNIO 01 0.34 0.43 0.5
S JULIO 01 1.50 0.73 0.55
-8 AGST Ol 0 05 0
il SEPT 01 0 1 0.024
e OCT 01 0.88 0.81 0.44
& NOV 01 1 0.4 0.08
S DIC 01 0.08 0.16 0.09
2 ENERO 02 1 0 0.5
] FEB 02 0.44 1 0.227
-a MARZO 02 0.47 0.909 0.175
Z, ABRIL 02 0.8 0.268 0.2
3 CV 74% 63% 91%
= MEDIA 0.639 0.627 0.312
g LOTES CON RN( 6/12 5/12 12
ACEPTABLE

DISENO ESTADISTICO: Prueba de hipoétesis acerca de la
diferencia de 2 medias con o, y 6, desconocidas y diferentes: a- 5%,
my nj =12, si= 0.3964 y §= 0.2837, t.=2.24, Lo.9522 = 1.7171, H, = Hi-Mo & 0,
Ha = p-p1>0. v
Decision: ‘Hp se rechaza, con a=5% , por lo tanto el promedio del RNC de B
es significativamente mayor que el promedio de RNC de B Caducidad. -
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DISCUSION
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# ESTANDARIZACION DE LA SUSPENSION DE M. tuberculosis:

La promocion del desarrollo obtenida para los lotes de cada
proveedor, dependi6 de la “suspension madre”, que debe ser lo mas
homogénea posible, para esto su estandarizacion.

1.  Sin embargo, la naturaleza hidrofobica de la bacteria es un
obstaculo para obtener suspensiones con un grado de dispersion aceptable.
' La formacion del congregado es debido a la caracteristica propia
-de las micobacterias: su alto contenido lipidico de hasta un 60% del peso
seco de la célula, que le imparte el caricter hidrofobo''®, Para evitar este
~inconveniente se puede emplear Tween (agente tensoactlvo) que propicia
el crec:lmlento en forma dispersa, aunque sin llegar a separarlas en células
aisladas'®. En la metodologia empleada no se utilizé Tween debido a que se
ajusté al método ya descrito (en Material y Métodos)*%.

2. La metodologia empleada para la preparacion del
inéculo fue de acuerdo al método de las proporciones de Cannetti (método
definitivo), que permite disminuir los agregados bacilares y trabajar con la
parte mas fina, esto es, el sobrenadante.

3. Los 2 primeros intentos demostraron que la
comparacion visual no es suficiente para tener una suspension homogénea,
y la comparacion con el espectrofotometro permite ajustar a un rango la
suspension, aun asi, se necesita adquirir una basta habilidad para
prepararla, debido a que el grado de agregacion de los bacilos es mayor
cuando se obtienen de las colonias de un medio solido que de aquel que es
liquido.
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T4 " La eficiencia de la dlspersmn bacilar se comprob¢ por
mlcroscopla en donde se verificé la presencia de bacilos individuales y la
~cantidad y tamano de los agregados bacilares.

Con ésto se esperaba obtener un crecimiento similar en el mismo
ensayo, esto es, en el mismo mes tener Relacion del Namero de Colonias
(RNC) semejantes en los 4 diferentes lotes, Tabla 6, lo cual no ocurre
siempre, debido quiza, a defectos metodologicos o a la misma dispersion
bacilar, ya que no tiene a las micobacterias completamente disgregadas,
sino que forman grumos dificiles de separar, tal congregado celular al
inocularse en un tubo con medio L-J permite un desarrollo mayor que en
aquel en donde no hay células o su cantidad es menor, asi pueden pasar
hasta 6 semanas antes de observar un crecimiento visible después de un
inéculo pequeiio™.

5. La turbidez de la suspension madre puede corresponder a
medio de cultivo transferido al momento de tomar la masa bacilar, por tal
razon, la presencia de la bacteria se conoci6 por su viabilidad mediante el
empleo del BACTEC 460 TB y la verificacion microscopica.

Ast al observar la grafica 1 se ve que la turbidez corresponde a
los bacilos, pues el crecimiento bacteriano se refleja por la duplicacion de
un dia a otro, que es el comportamiento esperado. En ambas curvas se
observa esa duplicacion, no obstante, la curva que corresponde al mes de
Septiembre al 6° dia llega al maximo de su desarrollo, mientras que la del
mes de Octubre al 8° dia lleva la mitad del crecimiento.

fEst:o puede ser debido a 2 situaciones:

‘a. Un defecto de incubacion, esto es, que la temperatura del
cuarto estufa en el periodo de incubacion de Septiembre
a Octubre no sea el adecuado para el desarrollo
(fluctuaciones de temperatura de mas de 1°C)

b. El inéculo era pequeiio en el mes de Octubre, tanto que
se requiere de mayor tiempo para alcanzar un GI
comparable al mes de Septiembre en el 6° dia.
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# DILUCIONES SERIADAS

Las diluciones realizadas cada semana tenian una doble funcién:

La primera: habilitar al operador en la técnica de la preparacion de
la suspension.

La segunda: tener un control sobre el trabajo realizado.

Teoricamente las diluciones empleadas estaban calculadas para
obtener un namero determinado y proporcional de colonias en cada tubo
(Tabla A), colonias contables en una superficie pequenia. A pesar de esto, y
por las caracteristicas de la bacteria la suspension madre no era lo
suficientemente homogeénea, y si a esto se le atna el congregado entre ellas
entonces se puede explicar los resultados de la Tabla B, en donde lo
destacable es que la proporcion de duplicado en cada dilucién se mantiene.
Con esto se sabe que la persona que lo realiza adquiere destreza y que el
trabajo esta realizado como debe de ser.

Aun asi, como es una metodologia que a través del tiempo se
domina, se puede observar que un inadecuado manejo de ésta (dispersion
bacilar, dilucién, caracteristicas de la bacteria) no permite evaluar
correctamente la Calidad de los medios, tal es el ejemplo del proveedor B
en el mes de Enero, Tabla 6, en donde se puede observar que presenta un
RNC de cero, mientras que los otros proveedores presentan valores de 1,
0.033, 0.857, 0.222, que corresponden a la casa comercial A, C y D con sus 2
lotes, respectivamente. La razon del cero es porque los 5 tubos que se
emplearon en la dilucién 107 no desarro]laron colonias en las 5 semanas de
incubacién, sin embargo en la dilucién 10 si hubo desarrollo. Esto puede
ser por la razon ya explicada anteriormente, en donde Se espera que en Ia
dilucion 10" se tengan 10 veces mas colonias que en 10, por ejemplo, si el
desarrollo en la dilucién 10 es de 2 colonias entonces se espera que no
exista desarrollo en la otra dilucion.

En otras palabras, esto significa que la cantidad de bacilos
contenida en la suspension madre varia entre un millon hasta cien millones
de bacterias. Por ejemplo, si la suspension madre contiene cien millones de
microorganismos por mililitro, la suspension 107, que ha sido diluida mil
veces, contiene s6lo cien mil microorganismos, asi como la siembra se
realiza con la quinta parte de un mlL (0.2 mL), se desarrollaran
aprommadamente veinte mil colonias, 1mp051bles de contar. Por lo tanto en
la suspension 10~ que ha sido diluida cien mil veces mas que la suspension
madre, contiene mil microorganismos por mL y al sembrarse la quinta parte
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(0.2 mL), se desarrollaran doscientas colonias que son mas faciles de
contar' -
, pensmn madre contiene solo un millén de bacilos por mL,
la 31embra de 0.2 mL de la suspension de 10” dara ongen a s6lo 2 colonias,
mientras que la suzmbra de 0.2 ml de la suspension 10” dara un desarrollo
de doscientas colonias.?

¥ CARACTERISTICAS FISICAS DE LOS 4 DIFERENTES
MEDIOS:

La apreciacion de las caracteristicas fisicas es elemental, por no
requerir mas que del entrenamiento del usuario, pero existe el
inconveniente de una baja correlacion entre éstas y la utilidad del medio.

La calidad del medio, se manifiesta en la capacidad de recuperacion
de las bacterias, y es dependiente de factores que van desde la calidad de la
materia prima y el proceso de preparacion hasta la conservacién del
producto terminado. Esto es importante porque puede obtenerse un medio
L-] con:

a) caracteristicas indeseables, pero presentar un RNC, y

b) lo contrario, un aspecto impecable pero no hay recuperacion.

En el inciso (a) se ubica el proveedor C, Tabla 4, en donde del mes
de Junio a Diciembre el medio present6 tonalidades desfavorables (desde
swl421 hasta swl424), tonos muy palidos con apariencia blanquecina(y
aparentemente pH alcalino), ademas presentaban una gran cantidad de
burbujas hasta el punto donde la superficie se torno porosa (Octubre),
después de 48h de incubacion el tono de los tubos cambiaba (sw1449 o
swl717). Estos cambios fueron muy evidentes y en el mes de Noviembre
personal de dicha Casa Comercial intercambio sus impresiones y
posteriormente notificéd que la base que utilizaban para preparar el medio
L-J era industrializada y estaba caduca, corrigieron esto y los medios
empleados después de Diciembre tenian mejor presentacion. Sin embargo,
presenta un RNC bajo en estos meses, atribuido a dicha razon.

Para el inciso (b) el ¢jemplo mas representativo es el medio del
proveedor D (Tabla 5), en donde el medio tiene una presentaciéon
visualmente aceptable, pero los 10 tubos en el mes de Mayo no presentaron
desarrollo alguno al término de las 5 semanas, después del tiempo de
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evaluacmn los 10 tubos se- mcubaron por 3 semanas mas y hinguno
desarrollo colonias, ‘al término de este tiempo a 2 tubos (de diferente
dilucién) se les realiz6 reaccion de nitratos y ambos resultaron positivos, lo
que indica la presencia de bacterias viables, y la incapacidad del medio para
poder detectar a la bacteria.

Las_caracteristicas fisicas observadas para los distintos tubos
fueron pH, color . burbujas y contaminacién:

> ElpH:

indica si el medio tiene pH idéneo para fomentar el
desarrollo de la bacteria, pues debe ser de un valor
aprommado entre 6.7 y 6.9, valores que son 6ptimos para su
crecimiento®, esta caracteristica es visible por el cambio de
tono del medm si existe alcalinidad el medio se torna
blanco, cosa que suele suceder cuando el tubo no es
correctamente lavado y se encuentra alcalinizado por las
soluciones detergentes que se emplearon para lavarse; si el
medio llega a estar contaminado con otro microorganismo
diferente al género Mycobacterium se torna verde muy
intenso casi azul, porque el medio est4 acido.”

Asi, la Casa Comercial B lote MLJ-321 mes Abril 02 es pH=6
(Tabla 2), lo que afecta al RNC (0.268) ya que desciende 0.6
unidades al compararlo con el proveedor A(RNC 0.8) en el mismo
mes (Tabla 7), lo cual significa que tarda la bacteria en adaptarse al
medio y poder desarrollarse. Aun asi, se esperaria que el tono fuera
mas elevado que sw1737, con lo cual no se puede decir que existe una
relacion directa entre pH y color del medio, ya que en el mes de
Marzo O1 presenta la misma tonalidad con un pH de 7.

Para el mismo proveedor, pero con el lote de caducidad (Tabla
3), el pH-=8 en los meses de Agosto 01, Noviembre 01 y Abril 02, la
tonalidad del medio en dichos meses es constante e incluso un poco
mas elevada que swl736 en el mes de Noviembre 01, color que se
esperaria mas palido. En cuanto al RNC no existe mucha variacion
comparandolo con los otros medios en los mismos meses (Tabla 3 y
6), por lo cual una parte del descenso de dicho valor no puede
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atribuirse del todo’ al pH del medlo es 1mportante tomar en cuenta
todos los factores f

En cuanto al proveedor C, anteriormente en el inciso a) se hizo
menci6n de la tonalidad del medio, el cual deberia de ser blanquecino
o muy palido, cosa que sucedi6é solamente en el mes de Septiembre

01, pero atin asi el pH es de 6 y no corresponde al tono observado,
- _esto es debido a la raz6n ya mencionada.

Al proveedor D en el mes de Junio Ol le ocurre la misma
. disparidad en cuanto a tono y pH, ya que este altimo es de 8 y el
~ color es mas elevado de lo normal(sw1740) Tabla 5, con lo que su
RNC si se ve afectado (0.061), debido a que de todos los lotes es el
que recupera mas tardiamente (Tabla 6).

*  Las burbujas:

' en el medio no son deseables porque disminuyen la
visibilidad del crecimiento y en dado momento absorben el
in6culo evitando el crecimiento en la superficie, éstas
pueden tener su origen en la agitacion de los huevos al
preparar el homogenizado y envasarse, asi ese aire atrapado
se dilata con el calentamiento al momento de coagularse o
también se forman por sobrecalentamiento del medio. Si es
por la primera forma se evitan aplicando vacio por 15 min.
al medio antes de envasarlo. Si es por la segunda, se debe
controlar el tiempo y temperatura de coagulacmn (85°y 50
min, tiempo y temperatura maximos®), debido a que este
descuido disminuye la posibilidad de desarrollo. Ademas
las burbujas son indeseables porque si el medio es poroso
se seca con mayor facilidad.

Un ejemplo de esta caracteristica inconveniente es el proveedor
C, Tabla 4, que en el mes de Junio 01 a Octubre 01 presenta un medio
con mas de 20 burbujas, hasta el punto de verse poroso (Octubre 01),
esto aunado a las otras caracteristicas ocasion6 que su RNC en los
meses de Agosto, Septiembre y Octubre fuera muy bajo (0.071, 0.076
y 0.223 respectivamente), al compararlo con los otros proveedores

(Tabla 6).
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> El color:

es una caracteristica que guia al usuario para emplear el -
medio, ya que el colorante verde de malaquita le confiere la

propiedad de inhibir el crecimiento de contaminantes, lo-
que lo hace selectivo; si la concentracion de colorante es

demasiado alta también puede inhibir el crecimiento de las

micobacterias junto con el de las bacterias contaminantes”,

en el caso del proveedor D, Tabla 5, se atribuye su color a la

concentracion del colorante, porque siempre present6é un

tono muy intenso(swl736 y sw1740), que al compararlo con

los otros medios tenfa apariencia de acidificado, lo cual

modifico su RNC a tal grado de que no presente

crecimiento bacteriano como en el mes de Mayo. Los tonos

extremos (muy palidos) ya fueron mencionados y

explicados en el inciso (a) al iniciar el parrafo de

“Caracteristicas fisicas de los 4 diferentes medios™.

El color varia debido al huevo empleado, ya que el tono final del
medio depende de la yema. Por lo mismo es poco ttil para valorarla
calidad del medio, y tnicamente es vilida cuando se conoce y. es
constante la calidad del huevo, esto sucede cuando se sabe que a los -

animales se les da una dieta “estandar” libre de B carotenos, con lo -

que las fluctuaciones de color serian mas moderadas.

La diferencia de tono entre un mismo lote ( tabla 1,2,3 y 5)
puede ser debida a el tiempo de espera que tuvieron los tubos al
momento de meterlos al coagulador, esto es, el tiempo que
transcurri6 desde el envasado hasta coagularlos, debido a que el tono
verde de la mezcla del verde de malaquita con el homogenizado del
huevo disminuye conforme pasa el tiempo (palidece). '

> La contaminacién de los medios de cultivo puede tener 2
origenes:
a) Por efecto del desempeno del usuario en el momento del
ensayo, como en el caso del proveedor A en el mes de
Febrero 02, en donde un tubo de 20 a las 48 h de
inoculado result6 con esta caracteristica (Tabla 1)

b) Origen del medio, esto es, en la preparacion misma,
situacion que se demuestra con la prueba de esterilidad,
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que permite la liberacion por el fabricante del producto
terminado. En el mismo mes de Febrero 02 para el
proveedor C (Tabla 4), un tubo de 10 presentd una
costra pegajosa amarilla en la parte superior del medio,
éste se incub6 a 37°C y a las 24 h el tubo mostré
contaminacion.

ol Para el proveedor B (tabla 2), en cuanto a las caracteristicas
propias del medio, éste a lo largo de los 15 ensayos presenta el
inconveniente de que la tapa no ajusta bien al tubo y en otras
ocasiones la parte superior de la misma tapa parece que se va a
desprender. Sin embargo esto no afecté el medio ni en cuanto a
desecacion ni a contaminacion.

o El proveedor C ( tabla 4) presenta un medio que en los 13 lotes
diferentes la pared libre del tubo estaba empanada, lo cual impide
la visibilidad al momento de la cuenta del desarrollo, esto puede ser
debido a que los tubos son movidos cuando se estdn coagulando.

ol Para el proveedor D ( Tabla 5), la distribucion del medio en los
tubos en los 13 lotes diferentes abarcan toda la longitud del tubo,
cuando se recomienda que queden por lo menos 3 cm entre la boca
del tubo y el extremo del plano inclinado del medio coagulado®.
Con esta caracteristica del medio, aumenta el riesgo de
contaminacion tanto para el medio como para la persona que lo
manipula. Ademas el in6culo puede quedar en la parte del plano
inclinado, que es la primera en deshidratarse, y con mas facilidad
cuando queda una capa delgada.
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# RELACION DEL NUMERO DE COLONIAS (RNC)

El valor del RNC indica la apreciacion de las colonias en un medio
L-J a partir de la 3? semana de incubacion hasta la 5 semana y puede ir
desde cero hasta uno, o incluso mayor de uno, cuando existe confluencia de
las colonias. Por lo tanto un valor de cero es ambiguo, porque dicho valor
puede reflejar la ausencia de bacterias a la 3? semana hasta la 8%, o bien es
debido a un desarrollo tardio, el cual se manifiesta a partir de la 42 semana
en adelante.

Asi para el lote A en el mes de Agosto, Tabla 6, el cero indica
desarrollo tardio, pues existen colonias a las 5 semanas de incubado (Tabla
1, mismo mes), no asi para el mes de Septiembre, donde existe una
descompensacion, manifiesta en los valores de RNC en los 4 lotes (tabla 6),
donde el proveedor A tiene cero, B = 1, B Caducidad = 0.024, C - 0.076 y
D - 0.017. El valor de cero del proveedor A es contrario al primero: por
ausencia de bacterias, mientras que el 1 del proveedor B indica que existia a
la 33 semana desarrollo y de igual forma a la 5 semana, este namero refleja
la presencia de una colonia en 2 tubos (Tabla 2, mes Septiembre 01), por lo
que la media para los 5 tubos es de 0.4 colonias. Los valores de los otros
proveedores son bajos porque el desarrollo es tardio y muy pobre. Tabla
1,2,3,4 y 5 en el mes de Septiembre.

En general para todos los cultivos, esta descompensacion es debida
a la temperatura del cuarto estufa en el periodo de incubacién de este mes
que flucttio entre 37°y 55° C lo que de alguna forma afect6 el desarrollo de
la bacteria, tomando en cuenta que la temperatura de incubacion para el
desarrogo 6ptimo es de 37° C y crece mal o no se desarrolla a 30° C o de 42°
a45°C">.

Esta variacion no se pudo controlar debido a que el cuarto de
incubacioén registro dichas temperaturas en fines de semana; este desajuste
fue comprobado porque en ensayos semanales realizados en el mismo mes
de Sep., pero fecha (11 Sept O1) diferente al ensayo mensual, en los in6culos
de 0.2x10* y de 0.5x10” al llegar a la 5% semana de incubaci6n no existia
desarrollo alguno, posteriormente se continuaron incubando 2 tubos y se
presento desarrollo hasta las 12 semanas: 0.2x10™ = 8 colonias y en 0.5x107 =
14 colonias, en ambos hubo desarrollo en el agua de condensacion, y el
numero de colonias esta invertido, probablemente por errores en la
metodologia o por la dispersion bacilar; con esto se descarta la posibilidad
de que el medio no tenia la capacidad para detectar a la bacteria.
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Este comportamiento responde a un periodo de latencia muy
prolongado de la bacteria, en el cual por condiciones ambientales
desfavorables (pH, temperatura, nutrientes, etc.) restringe su
multiplicacion para conservarse viva ',

El ensayo de promocién del desarrollo es una buena prueba para
verificar la utilidad del medio L-J, pero existen factores como la
metodologia, el ambiente, la experiencia de la persona que lo manipula,
entre otros, que influyen en su resultado. Por tal razén debe realizarse en
un laboratorio de tercer nivel, en donde se disminuyan dichos factores al
minimo para realizar una evaluacion correcta y obtener resultados lo mas
cercanos a la realidad.

Todas estas observaciones deben ser consideradas cuando el medio
es empleado para el aislamiento de bacilos en muestras clinicas, porque
dependiendo del origen de la muestra es la cantidad de bacilos presentes,
asi un LCR, o un tracto genitourinario posee una menor cantidad de bacilos
que un esputo. En consecuencia, los bacilos que se desarrollan en el medio
L-] para el control de Calidad estan acostumbrados al proceso de
manipulacién constante (H37Rv, cepa de referencia), no asi los bacilos
obtenidos de dichas muestras clinicas, que son pasados por procesos
descontaminantes (muestras de esputo y orina), con lo cual se afecta su
viabilidad o su proceso de adaptacion al medio, tomando en cuenta que el
in6culo que se emplea para el control de Calidad es una dilucién 107, de la
que se espera obtener 60 colonias (tabla A); por lo tanto si el medio no
tiene la capacidad de recuperar esta cantidad de bacterias, no tendra
opci6n para las muestras clinicas.

# EFECTO DE LA CONSERVACION

Esto es importante porque el tiempo de conservacion en el medio
L-J es una controversia debido a que se manejan diferentes tiempos, el
criterio técnico indica: “no se emplee el medio después de 2 meses desde su
preparaciéon™?; “su duracién es de un mes a partir de la fecha de su
preparacion, si se mantiene en refrigeracion entre 4° y 8° C**, En la practica
los proveedores manifiestan en sus marbetes tiempos que fluctian desde
los 4 meses (proveedor C) hasta un ano (proveedor By D).

55



A lo largo del afio, de Abril 01 a Abril 02, el medio B de Caducidad
se evalu6é comparandolo con su RNC inicial hasta el correspondiente al del
ultimo mes (Tabla 7). El RNC inicial que corresponde al mes de Abril 01 es
de 0.25, al mes de que se prepar6 el RNC es de 0.96, mes de Mayo, y al
compararlo con los otros meses el RNC muestra irregularidades, que se
pueden deber a la misma dispersion bacilar.

Al 4° mes de preparado, Agosto (Tabla 7) su capacidad de
recuperacion disminuy6 hasta cero debido a que a la 32 semana no habia
desarrollo, si no que fue posterior a este tiempo, con lo que se comprueba lo
reportado en la literatura.

El RNC de Abril 02, mes 12 de caducidad, es de 0.2; parece que no
disminuy6 significativamente, no obstante, existen durante el afio valores
extremos que reflejan su incapacidad de recuperar tempranamente a la

bacteria, hasta en un 91%, ya que el total de meses en donde existe > 0.8 es
de I/12.

Cuando a un producto que esta a la venta se le asigna un periodo de
caducidad de tiempo indefinido, el personal administrativo encargado de
compras piensa que es “un producto tan bueno” que toda la vida es 1til, lo
que representa un ahorro, sin embargo en productos que estan relacionados
con insumos para la salud, especialmente material para diagnostico, esto es
una aberracién, debido a que son productos que contienen algin
ingrediente biolégico que con el paso del tiempo se deteriora y pierde sus
caracteristicas que lo hacian “tan bueno”. Esta es la razén por la cual a un
medio de cultivo como L-] se le asigna un periodo de caducidad de un ario,
representa “ahorro” y deja en tela de juicio la ignorancia del personal
administrativo que realiza la compra. En este caso la fecha de caducidad es
cuestion de costos.
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@® En general, de acuerdo al nimero de colonias esperado las
cuentas fueron bajas, con una diferencia no significativa entre cada uno
de los lotes, pero al analizar el total de ensayos (A= 6/13, B= 4/13, C= 4/13
y D= 2/13) se observa que existen diferencias entre los lotes de los
distintos proveedores.

@ La preparacion del inéculo a partir de la suspension madre,
de acuerdo a la metodologia de Cannetti, estandarizado por
nefelometria permiti6 obtener una suspensién homogénea, esto requiere
de practica para disminuir el tamaiio de particula (congregado bacilar).

@ Las caracteristicas fisicas del medio L-] como el color, pH,
burbujas y contaminacion, asi como los procesos que las establecen, son
factores determinantes que de cierta forma afectan la cuenta viable.

@ La conservacién de un medio L-] en refrigeraciéon (4 a 8°C)
- por un periodo de un afio, disminuye la capacidad de aislamiento, asi de
los 12 ensayos realizados 5/12 de lotes nuevos, del mes, tienen una
recuperacion satisfactoria, mientras que del medio refrigerado
unicamente 1/12 recupera favorablemente.
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RECOMENDACIONES
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Sistematizar el Control de Calidad del medio L-] en el programa de
Garantia de Calidad del usuario.

. Incluir en el programa de control de Calidad del Laboratorio de
Referenc1a a los medios de cultivo de los productores comerciales.

. Inclu1r los resultados del Control de Calidad obtenidos por el
laboratorlo control del fabricante en el marbete de cada lote, segiin la
' norma y por. periodo a]ustado al criterio técnico de expertos.

Verifica logia mét'eljia's;pljimas y. equipo Cj;l:aindbf[sé'elzibo‘_re ;
medio I R

- islamiento de muestras en 2 medios de cultivo para ',
‘garantlzar 1a recuperacion, un medio liquido y uno sélido, por lo
tanto, el Control de Calidad del medio L-] debe Normarse.
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ANEXO1
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COMPROBACION DE M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294

* TINCION DE ZIEHL-NEELSEN:***
REACTIVOS: Fucsina basica 3g
' Etanol 95% 100mL
Fenol en cristales 5g A
Agua destilada  100mL

HCI concentrado  30mL } B
Etanol 95% 970mL

Azul de metileno ; }C
Et:anol 95% o 100mI_

PREPARACION

a. Fucsma femcada 1., dlsolver la fucsma biasica en el etanol

i D e i : 2 chsolver los cristales de fenol en el agua

' carbol fucsma mezclar solucién 1 con 90mL de
solucién 2
b. solucién decolorante (alcohol-acido): agregar
cuidadosamente por las paredes del recipiente el
HCl al etanol y mezclar con precaucion

c. azul de metileno: disolver por agitacion el azul de metileno en el

etanol y agregar agua destilada hasta completar 1000 mL

PROCEDIMIENTO
A) preparar el frotis y dejar secar al aire
B) fijar al calor o con metanol absoluto

C) cubrir el frotis con carbol fucsina y calentar hasta que salgan

vapores, por 5 min. (evitar desecacion)
D) lavar la lamina con agua

E) decolorar con alcohol-acido por 2 min.
F) lavar la lamina con agua y escurrir

G) cubrir la lamina con azul de metileno por 2 min.

H) enjuagar con agua, escurrir y secar al aire

I) observar al microscopio con objetivo de inmersién
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#»  VIABILIDAD DE LOS BACILOS DE LA SUSPENSION DE
M. tubercu1051s H37Rv DE TURBIDEZ COMPARABLE AL TUBO
~ #1 DE McFARLAND?!

MATERIAL Viales de medio 12B
,,,,, . JeringadeImL
PROCEDIMIENTO
1.-'Realizar 2 diluciones 1:100 y 1:500 e inocular O.ImL de
‘cada una en los viales de 12B :
2.~ incubar los v1a1es a 37°C y leer diariamente en el BACTEC, ’
460 TB o : v
- 3-el iIldlCE de crecumento debe ser el doble del dia anterior.
: y es posmvo a part:n.' de 10 hasta 999 unidades

#REDUCCION DE NITRATOS”

REACTIVOS

: «»;.;NITRATO DE SODIO M/lOO - EN
. AMORTIGUADOR DE FOSFATOS M/45 pH 7
S ‘NaNO; 0.085g -
KH,PO,  0ll75g
Na,HPO,  0.485g
H,0 100mn
1- HCl concentrado
2.- sulfanilamida al 0.2% B :
3.- clorhidrato de n—naftllfetllenfdlamma al O 1%
PROCEDIMIENTO '
» agregar 2mL de nitrato de sodio a los tubos que
contienen medio y el in6culo de bacilos sin desarrollo de
colonias, mas 1 mL de fosfatos M/45 :
= incubara 37°C por2h
» colocar el liquido del tubo con medio en un tubo 13x100
y agregar 1 gotadel + 2 gotasde 2 + 2 gotas de 3
» el desarrollo de color rojo ( rosa a rojo) indica que la
prueba es positiva y que existen bacilos viables en el
tubo, pero el medio no ticne la capacidad de
recuperarlos.
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ANEXO 2
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TRATAMIENTO DEL MATERIAL DE VIDRIO?

Para reahzar el medlo Lc5wenste1n~_]ensen se requiere que el
material de vidrio sea lavado y enjuagado escrupulosamente antes de su
esterﬂ121c16n especmlmente los tubos donde se envasara el medio.

Los tubos deben ser de vidrio neutro:

¢+~ esto se logra enjuagando los tubos ya limpios con una
soluciéon de HCI al 1% por 30 min., y posteriormente 2 veces
con agua destilada.

La razon del vidrio neutro es porque los tubos que se lavan con
soluciones detergentes que tienen una alta concentracién de sosa se
alcalinizan, y la alcalinidad influye desfavorablemente en la composicion
del medio, ya que éste adquiere un color blanco— amarillo en la parte que
estd en contacto con el tubo.
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ANEXO 3
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ABREVIATURAS Y DEFINICIONES

ATCC: American Type Culture Collection. Coleccion internacional de
cepas control, las cuales son seleccmnadas por su estabilidad y
por su utl.hdad en el método utilizado °

Bactec 460 TB instrumento automatizado que detecta el crecimiento

- de las ‘micobacterias Jpor medio de acido palmitico (como

~ sustrato) marcado con “C e incluido en la base del medio liquido

‘Middlebrook 7H9, también es denominado instrumento
radiométrico por el empleo de material radioactivo™

BAAR: bacilo acido alcoho ’ téhtels

Calidad: todas las‘carziﬁ:tef‘iSticas de una entidad que sustentan su
capacidad de satisfacer necesidades expresas e implicitas®*

Control de calidad: técnicas operativas y actividades necesarias para
cumplir con los requisitos de calidad y concierne el momtoreo
diario de los procedimientos realizados en el laboratorio®*

Cuenta Viable: ntimero de colonias obtenidas por la promocion del
desarrollo que refleja a las bacterias que tienen la capacidad de
~ multiplicarse. Bacterias vivas que se observan por la formaci6n de

- colonias-

Entldad 1nclu27e productos actividades, procesos, organizaciones o
personas”
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Garantia de Cahdadr mcluye las acciones sistemiticas y planeadas
1mplementadas en el laboratorio necesarias para crear suficiente
" confianza de- que un producto 0 un servicio cumple con los
requ1s1tos necesarios de calidad?®

GI Growth Index Escala de 0 a 999 unidades del BACTEC 460 TB
‘con la.’ que- determina cuantitativamente el crecimiento
micobacteriano, se con31dera positivo de 10 en adelante y debe ser

v el doble del dia antenor

L-J: mecho waeflst" in-Jensen

‘ Morblhdad térmmo genérico que expresa la frecuencia de las
 enfermedades en un periodo, en el total de habitantes genfermos y
sanos) entre los que se presentan esos padecimientos,?

Mortahdad término genérico que
en un periodo en el total de h

_TAES Tratanuento Acortado Estnctament Supervisado



ANEXO 4
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COMPONENTES DE LOS MEDIOS DECULTIVO DE LAS 4
DIFERENTES CASAS COMERCIALES

W CASA COMERCIAI_ A

- Los reactivos y sus respecuvas cantldades que contiene este medio,
asi como su preparacmn se encuentran en la paglna 32.

‘N CASA COMERCIALB

El marbete de cada lote indica que contiene:

Férmula: gramos por 600 mL de agua destilada: l
Asparagina-L 7 3.6
Citrato de Magnesio 0.6
Fécula de papa ‘ 30.0
Fosfato de potasio monobasico 25
Solucion de huevos enteros homogenizados 1000.0 mL
Sulfato de magnesio 0.24
Verde de malaquita 0.4

; Ademas, contiene la fecha de caducidad, el numero de lote, la
descripcién de los tubos que contienen el medio (10 tubos por paquete) y el
volumen del mismo (7mL), la forma de almacenarse y la direccion del lugar
donde se elabora.
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R CASA COMERCIAL C

El marbete es una caja rectangular que contiene como informacion
para el consumidor el niimero de lote, fecha de elaboracién y caducidad, el
contenido (3 tubos con medio), la forma de almacenarse y la direccion del
proveedor; ademas en el interior trae un instructivo con la descripcion de
la metodologia del procesamiento de la muestra y siembra bacteriolégica.

Los tubos empleados por este proveedor son de marca Pyrex o
Kimax, y por comunicacién directa con personal de dicha Casa Comercial,
se sabe que el volumen del medio es 7 mL.

En cuanto a la formulacién se comunicé que se empleaba para la
elaboraciéon del medio:

Base para medio L-J
Huevo de pata

= CASA COMERCIAL D

El marbete es un .lcaJa con’ 10 ‘tubos y contlene la s1gu1ente :
informaci6n: volumen del medio (7 mL);f’el ntmero de lote, la‘fecha de.
caduc1dad la forma de ahnacenarseyl_” i el pro : 2

Los tubos con medlo c;o recubrnment:o de plastlco' i
transparente enlatapay abarca'parte del tubo como proteccmn
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