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RESUMEN 

El cliagnóstico confiable de la Tuberculosis (TB) es un paso importante 
y necesario para el control y prevención de dicha enfermedad, el cual está basado 
en la demostración de BAAR en frotis y especificamente el crecimiento de 
Mycobactcri11m wbcrc11/osis en medios de cultivo sólido o liquido. 

El cultivo en medio sólido como el Ll'lwenstein-Jensen (L-J), es el 
estándar de oro para el diagnóstico de TB, por tal razón, la importancia de 
demostrar su Calidad en lotes de diferentes procedencias por medio de la 
promoción del desarrollo ele la cepa ele referencia Mycobactcrium tuberculosis 
H37Rv ATCC 27294. 

La forma de conocer dicha cualidad de los 4 diferentes medios es el 
empleo de la observación para determinar las características físicas de cada 
medio (pH, burbujas, color, contaminación, volumen del medio), y la promoción 
del desarrollo del microorganismo mediante diluciones seriadas para establecer 
la relación del número de colonias para cada uno de los lotes (recién preparados) 
en los 13 ensayos mensuales. Para tal fin se empleo para la preparación del 
inóculo la metodología de Cannetti y la nefelometria de McFarland para 
estandarizado. Asi también, a la par de dichos ensayos se determinó el efecto de 
la conservación de un lote de medio L-J de una de las casas comerciales. 

En general, de acuerdo al número 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 
preparación del inóculo a partir de la suspensión madre, de acuerdo a la 
metodología de Cannetti, estandarizado por nefelometria permitió obtener una 
suspensión homogénea, sin embargo se requiere de práctica para disminuir el 
tamafio de partícula (congregado bacilar). 

Las características físicas del medio L-J, asi como los procesos que las 
establecen, son factores determinantes que afectan la cuenta viable, mientras 
que la conservación de un medio L-J en refrigeración ( 4 a SºC) por un periodo de 
un afio, disminuye la capacidad de aislamiento, lo cual se refleja en los 12 ensayos 
realizados, donde 5/12 de lotes del mes tienen una recuperación satisfactoria, 
mientras que del medio refrigerado únicamente 1/12 recupera favorablemente. 



MARCO TEÓRICO 

lTUHERCULOSIS? lQuién se llama así?.DEFINICIÓN 

La Tuberculosis (TB) es una enfermedad infecciosa, generalmente 
crónica, causada por el complejo Mycobactcrium tuberculosis (Mycobacterium 
tuberculosis, Mycobacterium bovis, l\fycobacterium africanum), que se transmite 
del enfermo al sujeto sano principalmente por contacto con personas 
enfermas bacilíferas, inhalación de material infectante, ingestión de leche 
de vaca infectada por dicho complejo o anímales bovinos enfermos.1 

lCÓMO SE TRANSi\.IITE LA INFECCIÓN? 

La transnúsión se produce por gotitas de saliva suspendidas en el 
aire provenientes de una Eersona con TB pulmonar o laríngea que tose, 
estornuda, habla o canta2

• •
4 

• La tos produce pequeñas gotitas infecciosas 
(núcleo de las gotas desecadas), en una cantidad de alrededor de 3000 por 
cada tos. Comúnmente la transmisión se produce bajo techo, que es donde 
se mantienen los núcleos de las gotas en el aire por largo tiempo. 

La ventilación elimina los núcleos y la luz solar directa mata 
rápidamente los bacilos tuberculosos, pero éstos pueden sobrevivir varias 
horas en la oscuridad. 2 

· 

El riesgo de exposición de un individuo depende .de la 
concentración de núcleos en el aire contaminado y el tiempo durante el 
cual se respira dicho aire.2 •··· , • .· -. 

Esta enfermedad se presenta·.·· e,iJ.diferentes formas,.pero. Ja 
pulmonar es l~ de mayor im~ortancia r9~ ~ú r transmisión •. un caso no 
tratado puede mfectar de 10 a b personas ; . ... . - . · · -

2 

. ·========:::::: --,---,..--- ~===~·--~-------- -·--- ----· ·--



El bacilo de la tuberculosis se 
propaga fácilmente 

i 
En un bar de Minneáp01is." una 
persona tal vez haya infectado a 41 

En un avión, una persona tal vez 
haya infectada a otras cuatro 

i 
En un astillero estadounidense. 
un obrero tal vez haya infectado 
a más de 400 personas 

En término medio, una persona 
contagiosa infecta a unas 10 a 15 
personas al año 

Fuentes: T/1tt New England fournal o/ Medicine, 27 de ju/lo de 1!195: Centros paro el Control y In 
Prevencidn úo E11fennedade.'I de los EE. UU., marzo de J Y!J,'i; ln{orum in~ito de Mlshu O .. Ganshelmnr K .. 
Jlogdtm G. ni 11/. "1'8 oulbreok in a shlpyard•: estlmm~lon~ del Progn11110 Mund1'al conlm la Tubcrr:ulnsis. 
d"laOMS. 

Figura l. Transmisión de TB9 

TE ,.IT'°' r'Q\,T 
010 ,,;. n 
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PATOGENIA· 
. . . . 

El micronrganism-o que -ocasiona dicha enfermédad también es 
conocido con el nombre de bacilo tuberculoso, porque causa lesiones 
llamadas t:U b~rctilói · . 

. . 

La TB se presenta endos etapas: 

a) u~a, conocida comó tuberculosis primaria que apa~ece en 
individuos sin inmunidad específica y puede evolucionar· a 
curación espontánea o conducir a la niuerte, Y : .. · .. ·· · 

b) la tuberculosis posprimaria, conodda tarribién· como 
reinfección, es crónica a pesar de la presencia de irimunidad 
especifica del infectado.3 

·.. · 

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

Si la resistencia del hospedero es baja y el número de bacterias que 
ingresan es elevado, la infección progresa y puede extenderse por la 
circulación menor a ambos pulmones produciendo TB pulmonar miliar; 
pero si se disemina por la circulación mayor produce metástasis en 
ganglios, huesos, riñones, meninges, bazo, hígado o en forma sistémica a 
todo el organismo. 3•

7 

El período de incubación es desde el momento de la infección hasta 
que se comprueba la lesión primaria o una reacción tuberculínica 
significativa, que es aproximadamente de 2 a 10 semanas, tiempo en que se 
desarrolla la inmunidad específica; el riesgo ulterior de TB pulmonar o 
extrapulmonar es máximo durante el primer o segundo año después de la 
infección, sin embargo puede persistir durante toda la vida en forma de 
infección latente.4 

· 

4 



Tuberculosis '-----> primaria 

~ 
l curación 

Diseminación 
hcmatógena (miliar, 

mcnfngea, otras) 

/ • . 
. ' - . 

[1=t> ....... · ... '·. curación ~·· .. ·. 
· .. · ·. >·.~ . 

··.·.···w 
Tuberculosis 

secundaria o de 
reinfección 

··~···.----, curación 

Diseminación 
por contigUidad 

(neumonfa) 

Curación 

1 
permanente 

FIGURA 2. Eventos posibles en la infección tuberculosa6 
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EPI DEivt IOLOGÍf\ 

A niveI-ínundial es la infección humana que presenta al año 10 
millones de .casos nuevosy 3 millones de muertes, en las mujeres ocasiona 
L? veces más: muertes que las relacionadas con causas maternas, y se 
informa<, que\ü1. terc~o de la población está infectada por Mycobactcrium 
tubcrculosis,]á,mayo~iildélas muertes ocurre en los países en desarrollo, y 
afecta a laif'oblaciórí ecónómicamente activa de dichos países (15~50 años 
deedad).2

' -.·_. · 

. La TB puede reducir a familias autosuficientes a la condición de 
mendigos u obligarlas a depender de la asistencia social. El trastorno que 
ocasiona en la población económicamente activa es irónico, ya que es una 
de las enfermedades cuyo tratamiento es más eficaz en función del costo.9 

Los factores que agravan su ocurrencia y control son: crecimiento 
de la población, pobreza, migración, hacinamiento, mala ventilación, 
malnutrición, alcoholismo y uso de otras drogas, VIH/SIDA, diabetes y 
asociación a otras enfermedades las cuales comprometen su estado 
inmune, desnutrición, manejo y tratamiento inadecuado de pacientes J' 
falta de recursos; cada uno deteriora su control y favorece la resistencia.5

'
1 

· 

En 1993 la Organización Mundial de la Salud la declaró, como 
enfermedad reemergente, debido al VIH/SIDA y a la farmacorresistencia. 

' ·~::·,,_:" · .. , ..:~. ,_ ··~. 

''.): __ ;-·o; - .. 

. En México, es endémica, en 1999 ocupaba el 19~Jug~:.co.mo ·causa 
de muerte con 3.3 defunciones por 100,000 habitantes)r era;:Ia:i2a causa 

. debida a un solo agente infeccioso, el 95% de las defunciones ocurre en 
mayores de 15 años, y en los 10 últimos años el estado con la más alta 
mortalidad es Chiapas. 

En el año 2000 el 82% de los casos nuevos notificados fueron 
confirmados por laboratorio, 95% ingresó a tratamiento y 25% presentó 
otro padecimiento como diabetes mellitus con un 11%, desnutrición en 5%, 
alcoholismo en 4% o VIH/SIDA en 2.5%; además existe evidencia de 
farmacorresistencia enel pais.5

•
8 

Enese mismo año se registraron 15,649 casos de TB pulmonar, en 
donde los estados que presentaron mayor incidencia fueron: 

>< Tamaulipas ><Baja California 

6 



><Guerrero 
>< Veracruz 
><Nuevo León 
>< Nayarit 

>< Sinaloa · 
><Tabasco 
><Chiapas, y 
><Colima 

Los estados con menor morbilidad fueron: 
>< Tlaxcala >< Michoacán 
>< Zacatecas 
>< Guanajuato 
>< Estado de México 
>< Distrito Federal 

>< Yucatán 
>< Aguascalientes 
><Puebla, y 
x Jalisco.8 

La tuberculosis mina la fuerza laboral de 

las economías emergentes 

Número lotol de casos de luberculosls en al periodo 1000-2000 en 
personas de 15 a 44 nñDS da edad. Fmmtu: E.'ilimacia11es df!/ 
ProJ(mma Mundial <:<mtro la Tubercu~osls. OMS 

Figura 3. Distribución de TB en el mundo.9 
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lDURMIENDO CON EL ENEMIGO?. AGENTE CAUSAL 

Todos en algún momento de nuestra vida nos hemos presentado, 
esta no. es la excepción para el bacilo tuberculoso, el cual pertenece al 
orden de los Actynomyces, género Mycobacterium 11

•
12 

Este género comprende microorganismos bacilares, inmóviles, no 
capsulados, aerobios estrictos, que se tiñen con dificultad, pero teñidos 
resisten la decoloración con ácidos fuertes y alcohol, la tinción más 
empleada para observarlos es la Ziehl,Neelsen. 

Los bacilos tuberculosos son ligeramente curvados, delgados, y su 
tamaño suele ser de 1 a 4 µm de largo por 0.2 a 0.5 µm de ancho. Su 
morfología puede variar en el medio de cultivo desde formas cocoides hasta 
filamentosas. Las cepas virulentas crecen tanto en la superficie de los 
medios líquidos como en los sólidos como cordones serpenteantes 
entretejidos, en donde los bacilos se unen con sus ejes largos en paralelo.7•

12 

M. tuberculosis es un aerobio estricto, favorece su desarrollo máximo 
cuando la p02 es de 100 mm de mercurio o mayor, y la pC02 de 40 mm de 
Hg, por lo gue los órganos más afectados son los que reciben mayor 
oxigenación.3 El pH idóneo es de 6.7 a 6.9 y puede crecer en medios 
sintéticos simples compuestos por glicerol u otros componentes como 
única fuente de carbono y con sales de amonio como fuente de nitrógeno, 
asparagina u otros aminoácidos que estimulen el comienzo de la 
multiplicación y mejoran la tasa de crecimiento. Tiene una preferencia 
nutritiva hacia los Jipidos, por lo que la yema de huevo ha sido un 
destacado constituyente de los medios de cultivo; aunque es muy sensible 
a la inhibición por los ácidos grasos de cadena larga, se ve estimulado por 
éstos a concentraciones muy bajas; se mantiene una concentración 
satisfactoria al agregar albúmina sérica al medio, que liga a los ácidos 
grasos con la suficiente afinidad como para mantener libre una baja 
concentración.12

'
14 

El crecimiento de este bacilo es considerado como lento, en 
comparación con otras bacterias, ya que requiere, bajo condiciones 
óptimas, de 12 a 20 horas para que suceda la división celular, por lo tanto 
se necesitan de hasta 6 semanas para observar el crecimiento de un inóculo 
pequeño. 14 

·· .·. · 

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

8 



l. M. tuberculosis, que es el agente causal en más del 95% de los 
casos humanos, también puede infectar: 

~ monos 
~ cerdos 

2. M. bovis, que infecta a: 
~ ganado vacuno 
~ cerdos 
~ caballos 
~ y ocasionalmente 

perros, gatos y 
ovejas 

~ perros 
~ loros 

~ en el hombre puede 
ser causa de 
enfermedad debido a 
que no existe control 
de la TB bovina 

3. M. africanum que ocasiona tuberculosis humana en Africa 
tropical, esta especie tiene características fenotípicas 
intermedias entre las 2 primeras.6

•
13 

Además de estas especies, existen otras que son patógenas para el 
hombre como M. leprae (enfermedad: lepra), M. para tuberculosis (enfermedad 
de Cróhn).6 Las micobacterias potencialmente patógenas para el hombre y 
muchas para los animales se dividen en dos clases: 

a) de crecimiento lento, como el complejo M. avium, 
intraccllulare,scrofulaceum (complejo MAIS), M. kansasii, 
M. ulcerans, M. marinum, M. xenopi, M. szulgai y M. simiae. 

b) de crecimiento rápido, como M. fortuitum y M. chelonei 
(o complejo M.fortuitum). 13 

LA ENFERMEDAD. lCÓMO SE MANIFIESTA? 

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

En el hombre, los pulmones son los órganos más afectados (90%); 
sin embargo, pueden resultar lesionados ganglios linfáticos, meninges, 
riñones o extenderse en todo el organismo (SNC 6%, aparato digestivo 2% 

9 



y otras localizaciones 20/o).3
•
21 La localización más frecuente de tuberculosis 

en el adulto inmunocompetente es la pulmonar. 

Habitualmente, se presenta como una enfermedad de curso 
subagudo caracterizada por: 

> fiebre de bajo grado de 
predominio vespertino 
> cansancio 

> tos persistente 
> sudoración nocturna 
> expectoración 

> pérdida de peso > y más raramente, hemoptisis. 

Radiológicamente, suele presentarse como un infiltrado en lóbulos 
superiores, con frecuencia cavitado, y no siendo raro el derrame pleural 
como única manifestación radiológica. Ocasionalmente, en las personas 
inmunocompetentes, la tuberculosis puede presentarse con afectación 
extrapulmonar o diseminada. Estas son, sin embargo, las formas clínicas 
más 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. 32 

TRATAMIENTO 

El tratamiento debe ser estrictamente supervisado (estrategia 
T AES) por personal de salud o por personal debidamente capacitado, 
quién verificará la ingesta y deglución del medicamento.1 

T ratainiento pnmano acorta d o: 

Fase Intensiva: Diario, de lunes a sábado. hasta completar 60 dosis 
Administración en una toma 

Combinación fija clave 2414. 4 
Medicamentos Separados (dosis) grageas 

Rifampicina 600m11. 150 mi! r clave 2405 
Isoniacida 300m11. 75m¡¡; "'\ 3 tabletas 

Pirazinamida 1,500 mg a 2,000 mg 400mg '-

Etambutol (a) l,200m¡¡; 400ml?: 
Intermitente, 3 veces por semana, lunes. miércoles y viernes, hasta 

Fase de Sostén: completar 4 5 dosis. Administración en una toma. 
Combinación fija clave 2415,4 

Medicamentos Separados (dosis) cápsulas 
lsoniacida SOOmg 200mg 

Rifampicina 600mg 150mg 

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

10 



·Los casos de TB del SNC y miliar u ósea, ingresan al mismo esquema 
durante 12 •. meses o hasta completar 180 dosis. La indicación de este 
tratamiento debe ser asesorada por el responsable del programa. 

COMPOSICIÓN QUÍMICA DE LA BACTERIA 

La característica química más importante de las micobacterias es la 
abundancia de lípidos céreos en la pared celular, que constituyen más de un 
60% de su peso seco, y esto le confiere la denominación de bacilo ácido, 
alcohol,resistente (BAAR)14

•
15

• 

El esqueleto de la pared celular está compuesto por 3 estructuras 
eslabonadas covalentemente: peptidoglicano, arabinogalactano (AG) y 
ácidos mi cólicos. 16 La estructura celular de esta bacteria consta de una gruesa 
pared separada de la membrana celular por el espacio periplásmico con 4 
capas, la más interna es el glicopéptido o peptidoglicano con moléculas de 
N,acetilglucosamina y ácido N,glicosilmurámico, 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: 

lª polímeros de arabinosa y galactosa 
2ª formada por los ácidos micólicos (ácidos grasos derivados), con 
importancia taxonómica entre micobacterias y nocardias. 
3íl la más superficial, formada por los sulfolípidos.7•

25 

El peptidoglicano está unido al arabinogalactano (polisacárido 
ramificado) por enlaces fosfodiéster. 

Los ácidos micólicos son 13,hidroxiácidos grasos grandes, 
a.,sustituidos, que se presentan como ésteres unidos a los polisacáridos, en 
M. tuberculosis el único ácido micólico es el factor cordón (6,6', 
dimicoliltrehalosa); esta molécula está asociada con la virulencia de dicha 
bacteria y con una amplia gama de actividades biológicas: 

J.. citotoxicidad de la membrana celular 
Á inhibición de la migración de polimorfonucleares 
J.. inducción de la formación de granulomas 
Á actividad adyuvante 
J.. actividad antitumoral, y 

11 



Á habilidad para activar la vía alterna del complemento. 12
•
15

•
16 

Otra molécula asociada a la virillenCia és eI 2' ,sulfato de 2,3,6,6', 
tetraacetiltrehalosa (sulfolípido de trehalosa), que forma parte de los lípidos 
asociados con la pared, y que están intercaladas con las cadenas 
hidrocarbonadas de los ácidos micólicos, son grupos acil grasos de longitud 
media (C24 a C36) y corta (C12 a C 20). 

Estas moléculas evitan la fusión fagolisosómica que sigue a la 
fagocitosis de la micobacteria, y permiten de este modo que los 
microorganismos sobrevivan como parásitos intracelulares facultativos. 15

•
16 

Esta pared celular se presenta· en la figura 4. 

DIAGNÓSTICO 

El diagnóstico de la tuberculosis, que es el reconocimiento de los 
enfermos, se realiza básicamente por medio de la bacteriología, teniendo 
como apoyo el clínico, la radiología y la reacción de tuberculina (PPD). Es 
importante mencionar que los resultados de las pruebas de laboratorio deben 
correlacionarse con la historia clínica del paciente, lo cual permite minimizar 
el daño potencial a éste por un mal diagnóstico; para esto la comunicación y 
cooperación entre clínicos y personal de laboratorio es necesaria.17 

La bacteriología posee los recursos técnicos que permiten la 
demostración del bacilo ácido,alcohol resistente, por medio de la 
baciloscopia y cultivo. La primera es la técnica fundamental tanto para el 
diagnóstico bacteriológico de los pacientes sintomáticos respiratorios (con 
tos productiva) como para el control del tratamiento, debido a que es el 
método más simple, rápido, específico y barato, además de que identifica a 
los pacientes más contagiosos18

• 

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 muestras17 para que sea positivo, mientras que la baciloscopia requiere de 
5,000 a 10,000 bacilos por mL de expectoración15

, lo que representa una 
desventaja. La sensibilidad del cultivo es de 80%,85% y la especificidad de 
98%.17 
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El diagnóstico definitivo de la tuberculosis requiere el aislamiento de 
la bacteria en medio de cultivo y su identificación por medio de pruebas 
bioquimicas y morfológicas. los medios para el aislamiento están basados en 
3 formulaciones generales: 

a) Medio agar semisintético (Middlebrook 7Hl0 y 7Hll) que se 
emplean para observar la morfologia colonial y prueba de susceptibilidad; los 
mismos medios pueden convertirse en selectivos por la adición de 
antibióticos. 

b) Medio a base de huevo (por ejemplo LéJwenstein,] ensen) 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. 

c) Medios líquidos ( Middlebrook 7H9 y 7Hl2) para la proliferación 
de los inóculos pequeños. 

No existe un acuerdo generalizado sobre que medio utilizar, pero se 
recomienda .~l.~~g·:geil,lJJ.,.medio·de cultivo lí~uido y un sólido a la par, para 
aumentar el.aislainienfo dé micobacterias~15•17•1 •

20 

Todaslás muestras clínicas sospechosas de contener micobacterias 
se deben sembrar en medios de cultivo adecuados por las siguientes razones: 

l., Los cultivos son mucho más sensibles que los exámenes 
microscópicos, pudiendo detectar una cantidad tan pequeña como 
10 bacterias por mL de muestra clínica digerida y concentrada. 

2.' Los aislamientos en cultivo puro son necesarios normahnente 
para poder identificar las especies de las cepas aisladas. 

3.' Si la baciloscopia es un indice de la eficacia del tratamiento, el 
cultivo Eermite asegurar la negativización y curación del 
paciente. 2 

4.' Se requiere para realizar pruebas de Drogosensibilidad. 
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Sin embargo, cuando.· se ·hicieron los primeros intentos a fines del 
siglo XIX, la recuperación de micobacterias a partir de un medio de cultivo 
sobre la base de agar no tuvo buenos resultados, y por medio de la 
experimentación se encontró que un medio que contenía huevos enteros, 
fécula de papas, glicerol y sales, solidificado por calentamiento a 85º, 95ºC 
durante 30 a 45 minutos, servia para el aislamiento de M. tuberculosis.15 

Este medio condensado (proceso de solidificación por calor del 
medio que contiene proteínas), es más susceptible a la licuefacción 
proveniente de los efectos de las enzimas proteolíticas producidas por 
bacterias contaminantes que un medio solidificado por el agregado de agar. 
Posteriormente se descubrió 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 más frecuencia a los medios de cultivo no selectivos en concentraciones 
que oscilan entre: 

a) 0.02Sg/100 mL para el medio LCiwenstein,Jensen 
b) 0.052g/100 mL para el medio Petragnani 
e) 0.0025g/100 mL para el medio Middlebrook 7Hl0 
d) 0.002Sg/100 mL para el medio Middlebrook 7Hll, con la 

diferencia del anterior que se le adiciona 0.1% de hidrolizado de 
caseína. 

Los medios de Middlebrook contienen agar, lo cual los hace 
transparentes y permiten la detección precoz del crecimiento 
después de 10 a 12 dias, en lugar de los 18 a 24 dias de incubación de 
los otros medios. Esto se debe.parcialmente a la adición de biotina y 
catalasa para estimular el restablecimiento de los bacilos dañados en 
las muestras clínicas.12

'
15 

© MEDIOS SELECTIVOS: Son aquellos medios que contienen 
agentes antimicrobianos para suprimir la contaminación bacteriana y 
micótica. Aunque ciertos agentes antimicrobianos reducen la contaminación, 
también pueden inhibir el crecimiento de las micobacterias, por lo que deben 
ser controlados los tiempos de exposición.15 Entre estos medios tenemos: 

a) L'], modificación de Gruft: contiene RNA Smg/100 mL, 
penicilina SO U/mL, ácido nalidíxico 35 µg/mL 

15 



b) L,J: cicloheximida 400 µg/mL, lincomicina 2µg/niL, ácido 
nalidíxico 35 µg/mL 

c) Middlebrook 7Hl0: cicloheximida 360 µg/mL, lincomicina 
2µg/mL, ácido nalidíxico 20 µg/mL 

d) Selectivo ?Hll (medio de Mitchison): no contiene verde de 
malaquita, carbenicilina 50 µg/mL, anf otericina B 10 µg/mL, 
polimixina B µg/mL y lactato de trimetoprima 20 µglmL. 15 

© MEDIOS LÍQUIDOS DE LECTURA MANUAL 

*El sistema Septi,Chek MB (Becton Dickinson): consiste en 
un medio bifásico de 20 mL de caldo Middlebrook 7H9 
enriquecido con C02, suplementado con factores de 
crecimiento y antibióticos, al que se le acopla en la parte 
superior después de la inoculación de la muestra un 
dispositivo. Este dispositivo tiene tres medios de cultivo, por 
un lado un agar Middlebrook 7Hll no selectivo, que permite el 
crecimiento de la mayoría 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 líquido es invertido sobre la fase 
sólida inicialmente y a intervalos durante la incubación. El 
sistema se revisa visualmente. El crecimiento se detecta tanto 
en el medio líquido como en la fase sólida. 

Ventajas: Ofrece la posibilidad de disponer un crecimiento sobre la 
fase sólida que puede utilizarse para practicar pruebas de identificación sin 
necesidad de realizar resiembras adicionales, y además facilita la detección de 
cultivos mixtos. 

Desventajas: Los principales inconvenientes del Septi,Check MB son la 
lentitud en Ja detección del crecimiento con respecto al sistema BACTEC 
460 TB, no permite realizar estudios de sensibilidad in vitro y falla con 
frecuencia el sistema de identificación presuntiva de tuberculosis que lleva 
incorporado en su fase sólida. 
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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 0 2• A medida que se produce 
crecimiento bacteriano se consume 0 2 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 está 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 número de estos falsos positivos podría disminuir con 
la experiencia. Actualmente, existen limitaciones en la realización directa de 
sondas de identificación y antibiogramas, que en un futuro, podrían 
solucionarse. 

© MEDIOS ÚQUIDOS DE LECTURA SEMIAUTOMÁTICA 

*El sistema BACTEC 460 TB, es el más ampliamente evaluado, 
utiliza el medio de cultivo liquido Middlebrook 7Hl2 y como 
sustrato ácido palmítico marcado con 14C. Durante el 
crecimiento bacteriano se produce 14C02, que es detectado por 
el sistema y lo traduce en indice de crecimiento. 

Desventaja: Este sistema utiliza reactivos radiactivos, es 
semiautmnatizado y requiere de una amplia manipulación de 
los viales a lo largo de todo el periodo de incubación. Además 
existen falsos positivos por contaminación de M. tuberculosis de 
un vial positivo a otro que probablemente no lo era. 

En la actualidad, se están evaluando varios métodos automatizados 
para el cultivo de Mycobacterium spp. en medio liquido, todos ellos adaptados 
de los sistemas automáticos de hemocultivos, utilizando medios de cultivos 
apropiados y sistemas capaces de detectar micobacterias de muestras 
clínicas. 
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© MEDIOS LÍQUIDOS DE LECTURA AUTOMÁTICA 

*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 área de superficie para el crecimiento de la 
micobacteria. El sistema puede detectar micobacterias de 
esputo, sangre, heces, jugo gástrico, etc, basándose en una 
medida manométrica de consumo de oxígeno. 

*El 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 C02 como 
indicador de crecimiento bacteriano. El cambio de color, de 
verde a amarillo es monitorizado continuamente por un 
refl.ectómetro que se halla en la unidad de detección. Estos 
valores medidos cada 10 minutos son transmitidos a un 
ordenador, que basándose en un sofisticado algoritmo, indica 
que en el medio existe crecimiento bacteriano. 

En estos sistemas se realiza la incubación y la lectura 
automáticamente. El sistema lo detecta como positivo o lo descarta como 
negativo, sin que se produzca ninguna manipulación 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.32 
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CONTROL DE CALIDAD 

El cultivo es el estándar de oro para el diagnóstico 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 duplicación 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 ejecución 
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 
uno de los factores estratégicos de éxito en la actualidad. Esta forma de 
proceder se denomina Aseguramiento de la Calidad. 

Calidad implica la participación de todo el personal de la entidad y 
pone énfasis en la satisfacción del cliente, lo cual permite un sistema 
multidimensional y dinámico que involucra a un proveedor con calidad 
asegurada, una empresa con su proceso de Gestión 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 concepto de validación es de especial interés en el análisis 
microbiológico, ya que forma parte de la Calidad. 

Validar el proceso de búsqueda de un microorganismo en una muestra 
significa demostrar la presencia de éste con la técnica empleada. Validar es 
tener una apreciación objetiva de la Calidad del proceso mediante datos 
numéricos del recuento de UFC (unidades formadoras de colonias) a partir de 
un inóculo de concentración conocida. 33 
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Así, para asegurar la garantía de utilización. de kís medios de 
cultivo, éstos deben someterse a tres tipos de control: . · · ;L _ . . ~~ 

a) para verificar la ausencia de ; col1tal11ina.n~e8:<@aj~ba 
esterili.dad) > · · - .. -~· .. ··-· . .·~ .... ,: ·;· ,' 

b) para comprobar que bacteriológicamente cum]?l~Jos }i~es para 
Jos que está destinado (Promoción del desarrollo);' y .;~ ,; 

' - . ' 

e) saber su J..ircife de utilización (control de caducidad). 34 

Este Control de Calidad debe ser aplicado a todo medio que se 
emplee para diagnóstico. Sin embargo, no existe un documento expedido 
por la Secretaría de Salud, o cualquier otra dependencia, en el cual se 
establezca de forma especifica una metodología para el medio L, J que 
asegure su garantía de utilización; ya que el material bibliográfico58 

proporcionado, únicamente hace mención del Control de Calidad en medios 
que se emplean normalmente en el Laboratorio Clínico, olvidando los 
medios especiales que aíslan determinado microorganismo. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 
.,,,,. .. -~ 

La distribución de la tuberculosis es mundial, y en México es la 
decimonovena causa de muerte (1999); la curación depende del diagnóstico 
certero y tratamiento oportuno, para lo cual, se emplea el cultivo, que es el 
método bacteriológico más 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 más 
elemental método de control de calidad, •en cuanto a la valoración de la 
eficiencia del medio de cultivo, materia. prima de la cual depende en gran 
parte el éxito en el aislanúento de las bacterias. 

Por tal razón se propone realizar un estudio de control de calidad 
mediante la promoción 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 

../ Demostrar la calidad de los lotes de medio de cultivo L5wenstein, 
Jensen de diferentes procedencias, mediante la promoción del 
desarrollo de Mycobacterium tuberculosis H37Rv ATCC 27294. 

OBJETIVOS PARTICULARES 

~ Estandarizar la suspensión de M. tuberculosis (inóculo) por 
nefelometría de McFarland. 

~ Realizar el registro de las características físicas de los distintos lotes, 
así como la cuenta viable de M. tuberculosis en los medios de cultivo de 4 

diferentes procedencias. 

;;{ Obtener los valores de la RELACIÓN DEL NÚMERO DE 
COLONIAS (RNC) de M. tuberculosis H37Rv para cada uno de los lotes 

del ensayo en el primer mes a partir de su preparación. 

~ Determinar el efecto de la conservación de 1 a 12 meses de un lote de 
medio L5wenstein,jensen mediante los valores mensuales de RNC. 

TESIS CON 
FALLA DE ORIGEN 
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HIPÓTESIS 
'A.·-----.-..---~...- ..... 

. .._ Los lotes de medio de cultivo Lowenstein-Jensen de distintos 
orígenes inoculados con una suspensión estándar de M. tuberculosis darán 

RNC similares en cada ensayo. 

~ La calidad (RNC) será corist~nte para los lotes preparados en 
distintas ocasion~s de'Un mismo origen. 

- -

..,,¡.. Los valores de RNC de un lote de medio Lé'.>wenstein-Jensen en los 
ensayos mensuales enunlapso de.12 meses, irá disminuyendo 

"significativalilerite~. · 
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TIPO DE ESTUDIO 

•!• Experimental, longitudinal, comparativo y prospectivo 

CRITERIO DE INCLUSIÓN 

~ Cultivo de M. tuberculosis H37Rv con tercera semana de 
crecimiento e incubación a 37°C 

~ Medios de cultivo con preparación reciente a• la fecha de la 
realización del ensayo (del mes) 

CRITERIO DE ELIMINACIÓN 

~ Medios contaminados 
~ Cepa que no tenga tres semanas de incubación 

VARIABLES DEPENDIENTES 

~ Tiempo en el que el proveedor trae el medio 
~ Cuenta viable dé M. tubercúlosis 

VARIABLE INDEPENDIENTE 

~ Suspensión estándar de M. tuberculosis (tubo #1 de 
McFarland) 
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DIAGRAMA DE FLUJO 

CULTIVO DE M. tuberculosis 
(cepa de referencia) 

TINCIÓN 

ESTANDARIZACIÓN DE LA SUSPENSIÓN BACILAR POR 
NEFELOMETRIA (TUBO #1 McFARLAND)29 

ETAPA DE ENTRENAMIENTO 
CON E. c~li (2 SEMANAS) 

CUENTA VIABLE CON M. tuberculosis H37Rv 
CON MEDIO UIMEIP

0 

(SEMANAL) 

~ 
TINCIÓN DE IA SUSPENSIÓN DEL TUBO# 1 DE McF ARLAND 

~ 
PREPARACIÓNMENSlJALDEL MEDIO UIMEIP

0 

ENSAYO CON [.Q(orÉ'éúiN-rEs LOTES (MENSUAL) 

. fü~j~WJ~'.4'Y •· . 
5~ SEMANA DE LOS TUBOS DEL ENSAYO 

¡ 

.i.'., -

iESIS Ci.Ji·l l 
FALLA DE ORIGEN 

INTERPRET J\C:Ié)i'J" DE," RESULTADOS 
. ": .~·:-:::.: ... -' 

* UIMEIP: Unidad de Investigación Médica en Ehrel'I1ledades Infe~ciosas y Parasitarias. Casa Comercial A 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

../ MATERIAL: 

•:• Cultivo de 3 semanas de incubación de Mycobacterium tuberculosis 
cepa H37Rv ATCC 27294 

•:• Lotes de medio Lowenstein-J ensen (L-]) 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 . 

../ REACTIVOS 
*NaOHAL2% 
* Etanol al 70% 
*Fosfato monopotásico 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 antibióticos y 
patógenos 

../ EQUIPO 
© Campana de bioseguridad Nuaire, Class JI type NB3 modelo 
No. Un-440-400 
© Espectrofotómetro] enway 6405UV Nis 
©Agitador Fisher Vórtex 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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./MÉTODO 

-····~·:------

•:• ESTANDARIZACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DE 
M. t:uherculosis PARA OBTENER EL INÓCULO DE LA 
CUENTA VIABLE: 

~ Preparación de la suspensión bacilar por comparación visual: 

lcr intento: Realizar una suspensión peso /volumen26
: pesar en 

un tubo de 13Xl00 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. 

2° intento: Preparar una suspensión bacilar de turbidez 
semejante al tubo '#1 de McFarland, compararlo ópticamente y con 
lectura en espectrofotómetro. 

~ Preparación de la suspens10n bacilar por el método de las 
proporciones de Cannetti, Rist y Grosset22 y Cuenta viable: 
protocolo del centro de referencia de Buenos Aires, Argentina 
(InDRE)27

: 

3er intento: 
Mantener por medio de resiembra en medio L,J la cepa 
de referencia M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294. 

PROMOCIÓN DEL DESARROLLO 

En una gradilla colocar los tubos de medio de las 4 diferentes 
Casas Comerciales (A, B, B Caducidad, C y D) por dilución, y 
posteriormente: 

a) disponer de una cepa de M. tuberculosis con incubación de 3 
semanas (fase de crecimiento logarítmico) 
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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 dispersión bacilar 

e) adicionar 4 mL de regulador de fosfatos pH 6.8 estéril y seguir 
agitando 

f) transvasar a un tubo de 16xl50, y dejar en reposo por 15 minutos 
para que sedimenten las partículas grandes 

g) transferir el sobrenadante a una celda para leer en el 
espectrofotómetro a 580 nm28

, ajustar la absorbancia de 0.256 a 
0.302, rango correspondiente al tubo No. 1 de McFarland. 

h) realizar diluciones seriadas: 10-2
, 10-4, 10'5, 10-6 y O.Sxl0-4

, 

0.2x10'4 y O.Sxl0'5 

i) inocular 0.2 mL de las diluciones 10·5 y 10'6 en la muestra de 10 
tubos proporcionados por las diferentes Casas Comerciales (5 
tubos por dilución), previamente seleccionados al. azi:tr/.y 
rotulados ··· · · 

j) distribuir el inóculo en toda Ja superficie del medio p(.)r .. 
movimientos oscilatorios hasta la completa absorción \del • 
liquido, e incubar en posición inclinada por 48 h a 37°C 

k) realizar ensayos semanales con las diluciones 0.2xl0'4 , 10·5 y 
0.5x10'5 con el medio de la Casa Comercial A, 5 tubos por 
dilución 

1) observar a las 48 h cada tubo para comprobar la ausencia de 
contaminantes. Continuar la incubación en posición vertical y 
realizar el recuento de colonias al cumplir la 3ª , 4¡¡, y Si!. semanas 
de inoculados. 

EVALUACIÓN DE LA DISPERSIÓN BACIIAR Y VIABILIDAD 

Realizar la comprobación de la dispersión bacilar de M. tuberculosis 
por microscopía y viabilidad por el método radiométrico. (anexo 1) 
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•!• DETERMINACIÓN DE LAS CARACTERÍSTICAS FÍSICAS 
DE LOS TUBOS CON MEDIO L-J DE LOS DIFERENTES LOTES 
DE CADA PROVEEDOR (CASA COMERCIAL): 

a) COLOR: determinar por la comparación de cada tubo con 
el patrón de colores de Sherwin Williams números 
61,65,103,106; de ahi la connotación swl717 (por ejemplo). 

b) BURBUJAS: las burbujas están expresadas con claves que 
reflejan la cantidad de éstas que presenta cada tubo: 

Bl= 1 a 9 burbujas . · · 
B2= 10 a 20 burbujas, y 
B3 > 20 burbujas. 

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

d) CONTAMINACIÓN ®: observar en él medio la 
presencia de colonias y descartar el tubo que presente 
algún indicio de desarrollo microbiano. 
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•!• PREPARACIÓN DEL MEDIO DE CULTIVO: MANUAL DE 
PROCEDIMIENTOS DE LABORA TORIO INDRE/SAGAR: 18. 
TUBERCULOSIS, pp. 94~9522 (CASA COMERCIAL A) 

lcr dia 

2º día 

5º dia 

MATERIAL: 
*25 piezas de huevo fresco libre de antibiótico y patógenos 
*Tubos de 15xl20 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) · 

PROCEDIMIENTO: 

Preparación de la base de sales (esterilizar a 121°C por 15min) 
Fosfato monopot:ásico anhidro 2.4g 

Sulfato de m;¡gnesio 0.24g. 
Citrato de magnesio 0.6g 
L-asparagina • 3.6g 

Glicerina bidestilada 12 mL 
Agua destilad~ 600 mL 

Pesar las sales, disolverlas en el agua caliente y adicionar la clicerina 
Verde de malaquita al 2% 20 mL 

Huevos enteros lOOOmL 

" Colocar las 25 piezas de huevo fresco, con mucho cuidado, en un vaso de 
precipitado de lL, cubrirlos con NaOJ-l al 2% por 30 min, posteriormente 
cepillar y enjuagar en agua corriente 

't/' Escurrir y cubrir con etanol al 70% por 30 min, secar con un trapo estéril 
't/' Preparar el homogenizado de huevo rompiendo uno a uno, observar la 

integridad y conservación de la yema, y adicionar en el matraz de 2L 
batiendo (contiene vidrios estériles) 

,/ Mezclar 
Base de sales 600mL + verde de malaquita 20mL + lOOOmL 

de homogenizado de huevo "" 15 min a vacío 

,/ Repartir a cada tubo 7mL de medio 
't/' Coagular por 40min a 80-82ºC 

,/ Someter a prueba de esterilidad por 48 h 

Etiquetar los tubos (L-J fecha de preparación) 
Conservar el medio en el cuarto frío 

Cantidad de tubos preparados: 200 tubos 

·rvr·r,, <-'O · 
J . .'.i r~:' f) .. t .) 1\J 

FALLA DE ORIGEN 
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DISEÑO ESTADÍSTICO 

Se realizará estadística descriptiva e inferencial: 
~ ANDEVA de un factor en el diseño completamente aleatorio 

con a.=5% v .·. · . . . .· 
~ Prueb; de hipótesis acerca de la duerencia de2 medias cmi cr1 

y cr2 desconocidas y diferentes, con ci= 5%. . 

.... CÁLCULO DE LA RELACIÓNDEL NúMERO DECOLONIAS 
(RNC) 

ElRNC es el cociente del creciniiento;,de colbnlas a;fa3í1, 
semana/ colcmfas de Ja 5íl semana ( conuna diluCiÓn fo·S) 

" .... , . ;' ' 
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RESULTADOS 

~ ESTANDARIZACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DE M. tuberculosis: 

A Peso /volumen: 
ler intento: no se obtuvo una suspensión bacilar, observada por 

microscopía y método radiométrico, lo suficientemente dispersa como 
para obtener una cuenta viable satisfactoria. 

2Q intento: el grado de dispersión bacilar tampoco fue 
satisfactorio, esto se observó por microscopía, método radiométrico y 
comparación en el espectrofotómetro con el tubo #.1 de McFarland. 

A Método definitivo: 
3er intento: la dispersión bacilar po~ este método per:111i.9,ó ~enér 

una suspensión más homogénea que las 2 primeras.• Esto.es 'válido 
porque se verifico por: ··· · · ·· o > •. •·•···· 

a) Espectrofotometría: comparación con el tubo #.1 de McFarland, · 
en donde está ubicado en un rango de absorbancias (0.256 -
0.302) 

b) microscopía: observación de la dispersión bacilar 
c) viabilidad de los bacilos con el equipo radio métrico BACTEC 

460 TB: el resultado que expresa el desarrollo bacteriano es la 
duplicación del GI de un día a otro, Gráfica l. 

INDICE DE CRECIMIENTO (GI) DE M. tuberculosis H37Rv 

a llCID ----·--------

--------·-·---·---~ -----.--------·---- - -- ·---· -- --
' 2 :s .. t. ' 

TESIS CON 
FAJ.,L,o,_ \)V ORIGEN 

.. _. .. -... -... --·--•-.-.- -· ·-·1-:- ·----------

DIAs INCUBAC.ON 

33 



-e- DILUCIONESSERIADAS: -' 
,' .· 
;.·,-.-

Las diluéiollei(;, empleadas :-eii ·los-- .. ensayos. semanales son las 
expresadas en la rela'Ción a,'coiitilluación descrita eri laT ABLA A: 

COLONIÁ~ ~SPERXDA~ PbKTUBO CON UN INÓCULO DE 0.2 mL 
-- ' TÁ:Br::A':A. , 

0.2xl0'4 O.Sxl0'5 

600 ol/mL 

l 300col/mL 

~ 
150col/mL 

120 col/ 0.2mL 60 col/ 0.2 mL 30 col/ 0.2 mL 

La cifra inicial es la suspensión madre de la cual se parte y 
corresponde al tubo #1 de McFarland. A continuación se expresan las 
diluciones realizadas y posteriormente el número de colonias esperadas por 
tubo en cada dilución, con un inóculo de 0.2 mL (cifras en negritas). 

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

PROPORCIONALIDAD DE LAS DILUCIONES EMPLEADAS EN CUENTA 
... ··... VIABLE SEMANAL 

TABLAB 
::'':' DILUCION 

PERIODO .· :0.2x10-'I lxlü'" O.SxlO-" 
Número de colonias promedio 

MarzoOl 14 6 2 
Tulio 01 18 4 2 

Oct 01/ Abril 02 11 7 o 

En esta tabla se muestran 3 fechas que pertenecen a ensayos 
iniciales, intermedios y finales a lo largo de un año, en los cuales se aprecia el 
duplicado del número de colonias promedio, correlación esperada. 
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~ CARACTERÍSTICAS FÍSICAS 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 características físicas de los 
medios antes de ser inoculados y el resultado de la cuenta viable expresado 
como el número de colonias a la 5ª semana, la media (X), RNC, desviación 
estándar (s) y coeficiente de variación (CV). 

Los cocientes plasmados en las características físicas indican que el 
numerador es el número de tubos que posee tal característica y el 
denominador es el total de tubos ensayados. 

CARACTERÍSTICAS FÍSICAS PREVIAS A LA INOCULACIÓN Y RESULTADOS DE 
LA PROMOCIÓN DEL DESARROLLO DEL MEDIO L~J CASA COMERCIAL .. A" 

TABLAl 
NOM. 

~~ 
z§: 

~6 
IDENTIFICACIÓN 

TOTAL DE '9 ~ 
COLONIAS 

~~ ~g DEL LOTE CARACTERISTICAS FISICAS DE L·J ALAS' 

l!l~ RNC 
SEMANA 
DILUCIÓN ~~ ~~ 10' ;~ 8> 

AGUA DE 
CONDEN. COLOR BURBUJAS 

pH 
FEB 01 10/10 BI --
300101 swl717 B/10 20 4 0.70 1.5 39.5% 

MARZOOI 2/10 10/10 B2 
200301 pH7 swln6 9/10 347 69.4 0.64 10.3 IS'lb 

ABRILOI 20/20 12/20swl73B --
270401 oH7 B/20swl737 59 11.B 0.59 B.B 74.5% 

MAYOOI 20/20 20/20 BI 
160501 pH7 swl737 5/20 52 10.4 1.21 5.66 54.6% 

JUNIOOI 20/20 20/20 --
270601 oH7 swl717 23 4.6 0.34 5.36 116.5% 

JULIOOI 20/20 20/20 BI 
160701 pH7 swl449 4/20 141 26.2 1.50 25.66 102.6% 

AGOSTOOI 19/20 20/20 BI 
210601 oH7 swl73B 2/20 5 1 o l lOO'lb 

SEPTIEMBRE 01 20/20 20/20 --
250901 pH7 swlns o o o o o 

OCTUBRE01 20/20 20/20 --
161001 oH7 swl717 51 10.2 O.SS 4.91 48.B'lb 

NOVIEMBRE 01 15/20 IB/20swl716 BI 
2IIJ01 pH7 2/20swl449 2/20 13 2.6 1 1.81 69.61% 

DICIEMBRE 01 20/20 20/20 --
2IIJ01 oH7 swl717 12 2.4 0.063 4.82 200% 

ENER002 14/20 20/20 BI 
230102 pH7 swl716 1/20 4 0.8 1 0.447 56% 

FEBRER002 14/20 6/20swl449t 
120302 pH7 14/20swl449 -- 25 5 0.44 5.19 104% 

® ® 
NOTA: Los tubos empleados para envasar el medio son de vidno de 20Xl25, con tapa de rosca de baquehta y el volumen del medio de 
7mL ® En el mes de Febrero 02 lote 120302, un tubo de 20 a las 48 h de incubado estaba contaminado. 
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CARACTERÍSTICAS FÍSICAS PREVIAS A LA INOCULACIÓN Y 
RESULTADOS DE LA PROMOCIÓN DEL DESARROLLO DEL MEDIO 

L-J CASA COMERCIAL "B" 
TABLA2 

NÚM. 
Vl ........ 
o z~ 

. TOTAL DE "' ;;i ·Q~ 
·- COLONIAS ¡g~ ~'3 CARACTERÍSTICAS ALAS' .....¡ Vl RNC 

~~ IDENTIFICACIÓN 
... 

FÍSICAS DE L-J SEM. L.l..IZ 
DILUCIÓN OL.1..1 

I:· ::!i Vl DELLOTE .·· JO" ºº ºta 
L.1..1"" 
::ú:! 

AGUA DE COLOR BURBUJAS 
CONO EN. 

pH 
FEBO! 8/10 5/10swl736 B3 

MLT-276 oH7 5/10swl449 VIO 50 10 0.28 12.4 
MARZ001 5/10 10/10 --

MIL-279 oH7 swl737 1B5 .. 37 0.61 11.7 
ABRIL01 10/IO 10/10 --
MLJ-288 pH7 swl736 20 4 0.25 2.4 

MAYOOl 10/10 10110 m 
MLJ-292 oH7 swl736 3/10 65 13 1.32 9.7 

JUNI001 I0/10 10/10 Bl 
MLl-295 oH7 swl736 1/10 41 4.1 0.43. 3.14' 

JULIOOJ 10/10 10/10 ._' ·. 'L" --- ,. '···' 

MLl-301 pH7 swl736 23 4.6 0.73 2.4 
AGOSTOOI 10/10 10/10 Bl . '· :..::;_'·.·.:· 

MLJ-304 oH7 swl736 2/10 2 0.4 · o.5<' 0.54:, 
SEPTIEMBRE 01 10/10 10/10 Bl -::-, ,. -e~ 

MLJ-307 pH7 swl736t VIO 2 0.4 ·: 1 •/:. 0:54 
OCTUBREOI 3/10 10110 Bl 

1 •:.:: . 

•. 

MLl-312 pH7 swl449 4/10 32 6.4 :0.8f. :3.28 
NOVIEMBRE 01 10/10 10/10 BI 

2\' 
. 

MLJ-314 pH7 sw1736 4/10 IO o.4o'. 'iú 
DICIEMBRE 01 10/10 10/10 --

MLJ-315 pH7 swl736 12 2.4 0.166 4.27 
ENER002 10/10 10/10 Bl · .. ' -. .; -.:.- ... 

MLJ-315 pH7 sw1736t 5/10 o "'º" •• o o : 
FEBRER002 10/10 10/10 BJ '.:. > 

MLJ-317 pH7 swl736t 5/10 20 4 : 1 2.44 
MARZ002 10/10 10/10 •.< --

MLHIB oH7 swl736 11 2.2 o.9o9·· 1.643 
ABRIL02 10/10 10/10 Bl : .. · ; 
MLl-321 oH6 swl737 2/10 41 8.2 0.268 '3.5 

C5 8' 
U.J ......, 

!Z z 
w •O 

ºº ¡:¡: ;::; 
UJ ~ 

8~ 

124% 

31.6% 

60% 

. 75% 

76.5% 

52%·• 

135% 

136.7% 
.· 

51.56% 

. 61% 

178% 

o 
.. 

61.2% 
" 

'74~7% 

42.6% 

NOTA: El tipo de tubo empleado para envasar este medio son de vidrio de 16XÍ50~a~~·elfote .. 
MLJ-276 y tapa de rosca de baquelita, los demás lotes son de 20Xl25, con tapá 'de rosca de 
plástico. · 

***El volumen del medio es de 7mL, y lo especifica en el marbete. 
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·. 

CARACTERí~"ilcAs Fís1cAs PREVIAS A LA INOCULACióN Y 
RESULTADOS ÚE'Í.APROMOCIÓN DEL DESARROLLO DEL0 MEDIO 

.... ;FJ CASA COMERCIAL us CADUCIDAD" 
. ... . . TABLA3 

~- - - _, 

( 

"' z<ñ' ;;.' NÚM. 

"'~ IDENTIFICACIÓN 
TOTAL DE 

o.._.. 
-~ COLONIAS U< 

DEL LOTE CARACTERÍSTICAS FÍSICAS~ ·•.• ALAS' 
¡g ~ $§ o -- - _, "' ·RNC 

SEM. ~CE· [i3~ ·-~>· .. ::'(:~ ·. :<··' - DEL~J .. DILUCIÓN 
Jff' ;S "' o"' oº 1-U 

Ul"' 
. .. . :::;; i2 

··LOTE 
AGUA DE COLOR BURBUJAS 

Mt.j:;:i~s CONDEN. 
. oH 

ABRILOI 10/10 10/10 --
pH7 swl736 20 4 0.25 2.4 

l° . 10/10 10/10 --
·MAYOOI pH7 swl736 27. 5.4 0.96 2.07 

2· 
JUNIO 01 6/10 10/10 -- 14 2.8 0.5 1.78 

pH7 swl736t 
3· 10/10 10/10 --

JULIOOI pH7 swl736 27 9.51 0.55 10.48 
4· 8/10 10/10 Bl .·. 

AGOSTOOl pH8 swl736 1/10 3 0.6 o 0.54 
5· 10/10 10/10 Bl 

SEPTOI pH7 swl736 10/10 41 ····8.2 0.024 17.18 
6º 10/10 10/10 Bl , ¡C::/ •... 

OCTUBRE O! pH7 swl740 10/10 45 i ·i-: :9. 1·•·0.44 3.53 
I 10/10 10/10 Bl ¡,,\ 5 NOVO! pH8 swl736t 10/10 25 0.08 .4.84 
8º 10/10 10/10 . , .. -- ., 

DICOI pH7 swl449 22 . '• :·404: ··0.09 9.28. 
9" 10/10 10/10 ., 

'• ~-i> ;o!~r' --
ENER002 pH7 swl736 2 . ·.0.5 

® 
···•· '® 

>' .. ..•. <. 

10" 9/10 10/10 Bl . 'i,4;~¿· ~~ti.i2; 
. 

FEB 02 oH7 swl736 2/10 22 ·. 7.16 
n· 10/10 10/10 :~+,:. :- " ~;;;,'- . :' -- •tff4• ~fo.175 MARZ002 pH7 swl736 57 (0 12.01 
12" 10/10 10/10 Bl ·.•· .. 1:wx~:~ >6.2 ABRIL02 pH8 swl736 2/10 65 13.6 

NOTA: Los tubos de los 12 ensayos son de vidrio de 20Xl25, con tapa de.rosca de plástico y 7 
rnL de medio. -~;/){\i;~ ~{( • .: ·· .... 

® En el mes de Enero un tubo de los lO presentó contarniriációll a las. 72h de incubado. 
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CARACTERÍSTICAS FÍSICAS PREVIAS A LA INOCULACIÓN y 
RESULTADOS DE LA PROMOCIÓN DEL DESARROLLO DEL MEDIO 

·· CJCASA COMERCIAL "C". 
TABLA4 

"' z ti)' NÚM. .,.,8 
TOTAL DE v:i=<= ·Q;;; 

IDENTIFICACIÓN COLONIAS gíj ~25 DEL LOTE CARACTERfSTICAS FfSICAS ALAS' 
l:'S 15 RNC >z 

.. DE L-J SEM . [i3 f'.S DILUCIÓN <"' -o QV> 
10-' º"" UJ 

:g ¡2 

AGUA DE COLOR BURBUJAS 
CONDEN. 

oH 
FEBREROOl -- 10/10 Bl 

2520000 swl449 3/10 13 2.6 0.84 0.89 
MARZ001 10/10 Bl --

2520083 swl716 4/10 155 31 0.96 10.6 

ABRIL01 
2520105 --- 10/10 Bl 23 4.6 0.69 1.1 

swl717 3/10 
MAYOOl --- 10/10 Bl 
2520125 swl716 8/10 52 10.4 1.01 4.72 

JUNIOOl --- 10/10 3BlJB3 
2520172 swl423 4/10 29 5.8 0.27 7.56 

JULIOOl --- 10/10 6Bl,3B2,1B3 
2520255 swl422 10/10 166 33.2 1.12 39.65 

AGOST001 8/10 10/10 7Bl,3B2 
2520316 oH7 swl423 10/10 28 5.6 0.071 5.54 

SEPTIEMBRE 01 10/10 10/10 2Bl,8B2 
2520344 pH6 swl424 10/10 26 5.2 0.076 11.62 

OCTUBRE01 4/10 10/10 B3+++ 
2520372 pH7 swl423 10/10 112 22.4 0.223 31.l8 

NOVIEMBRE 01 10/10 -- --
2520397 swl422 109 21.8 0.08 22.45 

DICIEMBRE 01 7/10 10/10 --
2520397 pH7 swl42I 58 11.6 0.034 24.82 

ENER002 10/10 Bl ---
2620043 swl738 l/10 120 24 0.033 48.71 

FEBRER002 --- 10/10 -- ® ® 
2620044 swl449 18 3.6 0.722 1.94 

NOTA: Los tubos en los que el medio está envasado son de vidrio de 20Xl25 marca PYREX en los meses de 
Marzo lote 2520083 y en Mayo lote 2520125, los demás lotes son de marca KIMAX, tienen tapa de rosca de 
baquelita y un volumen aproximado de 7 mL de medio. 

"'" En el mes de Octubre en el parámetro burbujas se presenta (+.+)para indicar que el medio estaba 
poroso en los 10 rubos. 

,,,. ® En el mes de Febrero lote 2620044 un rubo de 10 presentó en la parte superior del medio (en el 
plano inclinado) una costra pegajosa amarilla. que a las 24 h de incubación mostró el rubo 
contaminado . 

.!' Se observó que en los 13 diferentes lotes la pared libre de los tubos estaba empañada. 
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CARACTERÍSTICAS FÍSICAS PREVIAS A LA INOCULACIÓN Y 
RESULTADOS DE LA PROMOCIÓN DEL DESARROLLO DEL MEDIO 

L, J CASA COMERCIAL "D" 
TABLAS 

NUM_ 

"' z€ TOTAL DE o 
IDENTIFICACIÓN 

COLONIAS :2~ ·a~ ALAS' 
DEL LOTE CARACTERÍSTICAS FÍSICAS SEM. 9< ~~ DILUCIÓN gs!:2 RNC 

DEL-J 10" :s~ ~~ 
Q~ cqiJ 
;E i2 

AGUA DE COLOR BURBUJAS 
CONO EN. 

pH 

-

FEBO! 9/10 9/l0SW1736 -- l:j:(;';f~ •'>'··: 
15L30007 oH7 l/l0swl449 28: 0.39 ,' - 5.3 

MARZOOl 1/10 10/10 Bl ~¡.;;, , '.I!;:4~I: ~:bli 31B300l pH7 swl736 2/10 ' 
. 

7.5 

ABRILOl 

1 'igi'r:· ¡:¿1~:i}~ 
.,_., .. , 
;_o_,.,, 

01B30012 10/10 10/10 Bl 0.14 50.3 
pH7 swl736 1/10 

MAYOOI 10/10 10/10 Bl - _);,_ :: !::}~:~:: 
07C30012 pH7 swl736 1/10 ,o ;:\ 1:, '° - o o 
JUNIOOI 4/10 9/l0swl740 -- • :iió~' 1 '42 -19030013 pH 8 l/l0swl736 0.061 36.42 
JULIOOl -- 10/10 -- ' i::'i'- -
05F30011 swl736 -- --·-53·. 10.6 0.62 4.82 

AGOSTOOI 10/10 10/10 
.'. ~ :,:~-:· -~ ,º . :i'\'--· 

20F30012 pH7 swl740 :39 • 7.8 0.12 9.06 
SEPTIEMBRE 01 7/10 10/10 Bl __ 

29H30014 oH7 swl740 5/10· 1 •57 ll.4 0.017 21.7 
OCTUBREOl 10/10 10/10 Bl.:-

12130014 oH7 swl740 1/10 135 27 0.11 28.8 
ENERO 02 -- 10/10 Bl -,.·.·.,/ 

23H30013 swl736t 2/10 7 1.4 0.857 1.34 
ENER002 10/10 : 

--~.49' -- -- '0.22·-· 24K30016 swl736 9 1.8 
FEBRERO 02 8/10 10/10 Bl --

:-:'.,' -- o.i~ci:,: 'i~.~¡:; 09A30022 pH7 swl736 2/10 51 
--

10.2 
FEBRERO 02 10/10 '· 

, __ , 

--- -- .. 

27B30022 swl717 25 5 --- 0.28 2.121 

NOTA: Los tubos de este proveedor son de vidrio de 20XII5, con tapa de rosca de baquelita y 
7 mL de medio expresado en el marbete . 

..!' El volumen del medio en los 13 lotes diferentes abarca toda la longitud del tubo. 
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Relación del Número de Colonias de los 4 Diferentes Lotes 

, O Casa Comercial A lill Casa Comercial B IBI Casa Comercial C El Casa Comercial D 
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RNC del lote de Caducidad 

O Casa Comercial B 
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-$- RELACIÓN DEL NúMERO DE COLONIAS EN EL TRANSCURSO 
DEL AÑO PARA LAS 4 CASAS COMERCIALES: 

Se realizó la cuenta viable con el inóculo estándar en los 12 meses 
en L, J de 4 diferentes orígenes, y los resultados se expresan en relación del 
número 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 

TABLA6 
ORIGEN 

MES A B e D 
FEBOl 0.70 0.28 0.84 0.39 

MARZOOl 0.84 0.61 0.96 1.01 
ABRILOl 0.59 0.25 0.69 0.14 
MAYOOl 1.21 1.32 1.01 o 
JUNIOOl 0.34 0.43 0.27 0.061 
lULIOOI 1.50 0.73 1.12 0.62 
AGSTOI o 0.5 0.071 0.12 
SEPTOJ o l 0.076 0.017 
OCTOI 0.88 0.81 0.22 0.11 
NOVOJ l 0.40 0.08 ,., ............ 

DICOI 0.08 0.16 0.034 ... ~ .. .- .... 
ENERO 02 1 o 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 relación del número de colonias (RNC) para considerar 
aceptable a un medio es ~0.8. Cuando éste es mayor que la unidad significa 
que las. colonias se hicieron confluentes a la Sil semana. 

· ta· columna *TOTAL expresa en el denominador el número total 
de ensayos y en el numerador el número de ensayos con RNC ~ 0.8 

DISEÑO ESTADÍSTICO: ANDEVA de un factor en el diseño 
completamente aleatorio: a= 5%, Fo.9s3.48 = 2.84, FcAL= 1.8140, H0= todas las 
µ son iguales, Ha= no todas las µ son iguales. 

Decisión: H0 no se rechaza, por lo tanto no existe una 
diferencia significativa en el RNC entre las 4 diferentes Casas 
Comerciales. 
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-$-EFECTO DE CONSERVACIÓN DEL MEDIO L,J DE CASA 
COMERCIAL B EXPRESADO EN RELACIÓN DEL NúMERO DE 
COLONIAS: 

El efecto de la conservación 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 refrigeración iguales al número de ensayos, esto es, para Mayo tenía un 
mes de conservado, para Junio 2 meses, y así sucesivamente, hasta llegar a 
12. 

El análisis estadístico indica que existe diferencia significativa en 
el promedio de RNC de ambos medios. 

u 
~ 
"' :S z 
8 o u 
1-L.1 o 
~ 
1-L.1 
:E 
·~ 
,_¡ 
1-L.1 o 
z 
•O 

§ 
1-L.1 
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TIEMPO DE CONSERVACIÓN 
PROVEEDOR B vs PROVEEDOR B CADUCIDAD 

TABLA? 
MES ORIGEN 

A B BCADUCIDAD 
ABRILOI 0.59 0.2S 0.2S 
MAYOOJ 1.21 1.32 0.96 
JUNIO 01 0.34 0.43 o.s 
IULIOOJ J.SO 0.73 O.SS 
AGSTOI o o.s o 
SEPTOI o l 0.024 
OCTOI 0.88 0.81 0.44 
NOVO! l 0.4 o.os 
DJCOl 0.08 0.16 0.09 

ENER002 1 o o.s 
FEB02 0.44 1 0.227 

MARZ002 0.47 0.909 0.17S 
ABRIL02 0.8 0.268 0.2 

cv 74% 63% 91% 
MEDIA 0.639 0.627 0.312 

LOTES CON RNC 6/12 S/12 1/12 
ACEPTARLE 

DISEÑO ESTADÍSTICO: Prueba de hipótesis acerca de la 
diferencia de 2 medias con cr1 y cr2 desconocidas y diferentes: a= 5%, 
n1 y n2=12, S¡= 0.3964 y S2 = 0.2837, te= 2.24, to.95,22=1.7171, Ho = µ¡ 'µ2 i O, 
Ha=µ1,µ2>0. 
Decisión: · Ho 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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DISCUSIÓN 

-$- ESTANDARIZACIÓN DE LA SUSPENSIÓN DE M. tuberculosis: 

_La promoc;ión _ dtj. desarrollo obtenida para los . lotes de cada 
proveedor, dependió de la "suspensión madre", que debe ser lo más 
homogénea posible, para esto su estandarización. 

l. Sin embargo, la naturaleza hidrofóbica de la bacteria es un 
obstáculo para obtener suspensiones con un grado de dispersión aceptable. 

La formación del congregado es debido a la característica propia 
de las micobacterias: su alto contenido lipidico de hasta un 60% del peso 
seco de la célula, que le imparte el carácter hidrófobo14

•
16

• Para evitar este 
inconveniente se puede emplear Tween (agente tensoactivo), que propicia 
el crecimiento en forma dispersa, aunque sin llegar a separarlas en células 
aisladas16

• En la metodología empleada no se utilizó Tween debido a que se 
ajustó al método ya descrito (en Material y Métodos)22

• 

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

3. Los 2 primeros intentos demostraron que la 
comparación visual no es suficiente para tener una suspensión homogénea, 
y la comparación con el espectrofotómetro permite ajustar a un rango la 
suspensión, aún así, se necesita adquirir una basta habilidad para 
prepararla, debido a que el grado de agregación de los bacilos es mayor 
cuando se obtienen de las colonias de un medio sólido que de aquel que es 
liquido. 
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4. La eficiencia de la dispersión bacilar se comprobó por 
microscopía, en donde se verificó la presencia de bacilos individuales y la 
cantidad y ·tamaño de los agregados bacilares. 

Con ésto se esperaba obtener un crecimiento similar en el mismo 
ensayo, esto es, en el mismo mes tener Relación del Número de Colonias 
(RNC) semejantes en los 4 diferentes lotes, Tabla 6, lo cual no ocurre 
siempre, debido quizá, a defectos metodológicos o a la misma dispersión 
bacilar, ya que no tiene a las micobacterias completamente disgregadas, 
sino que forman grumos difíciles 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, así pueden pasar 
hasta 6 semanas antes de observar un crecimiento visible después de un 
inóculo pequeño14

• 

5. La turbidez de la suspensión madre puede corresponder a 
medio de cultivo transferido al momento de tomar la masa bacilar, por tal 
razón, la presencia de la bacteria se conoció por su viabilidad mediante el 
empleo del BACTEC 460 TB y la verificación microscópica. 

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

Esto puede ser debido a 2 situaciones: 
a. Un defecto de incubación, esto es, que la temperatura del 

cuarto estufa en el período de incubación de Septiembre 
a Octubre no sea el adecuado para el desarrollo 
(fluctuaciones de temperatura de más de l°C) 

b. El inóculo era pequeño 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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-e- DILUCIONES SERIADAS 

Las diluciones realizadas cada semana tenían una doble función: 
La primera: habilitar al operador en la técnica de la preparación de 

la suspensión. 
La segunda: tener un control sobre el trabajo realizado. 
Teóricamente las diluciones empleadas estaban calculadas para 

obtener un número determinado y proporcional de colonias en cada tubo 
(Tabla A), colonias contables en una superficie pequeña. A pesar de esto, y 
por las características de la bacteria la suspensión madre no era lo 
suficientemente homogénea, y si a esto se le aúna el congregado entre ellas 
entonces se puede explicar los resultados de la Tabla B, en donde lo 
destacable es que la proporción de duplicado en cada dilución se mantiene. 
Con esto se sabe que la persona que lo realiza adquiere destreza y que el 
trabajo está realizado como debe de ser. 

Aún así, como es una metodología que a través del tiempo se 
domina, se puede observar que un inadecuado manejo de ésta (dispersión 
bacilar, dilución, características 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, rrúentras 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 razón del cero es porque los 5 tubos que se 
emplearon en la dilución 10·5 no desarrollaron colonias en las 5 semanas de 
incubación, sin embargo en la dilución 10·4 si hubo desarrollo. Esto puede 
ser por la razón ya explicada anteriormente, en donde se espera que en la 
dilución 10·4 se tengan 10 veces más colonias que en 10·5 

, por ejemplo, si el 
desarrollo en la dilución 10·4 es de 2 colonias entonces se espera que no 
exista desarrollo en la otra dilución. 

En otras palabras, esto significa que la cantidad de bacilos 
contenida en la suspensión madre varía entre un millón hasta cien millones 
de bacterias. Por ejemplo, si la suspensión madre contiene cien millones de 
microorganismos por mililitro, la suspensión 10·3 

• que ha sido diluida mil 
veces, contiene sólo cien mil microorganismos, asi como la siembra se 
realiza con la quinta parte de un mL (0.2 mL), se desarrollarán 
aproximadamente veinte mil colonias, imposibles de contar. Por lo tanto en 
la suspensión 10·5 que ha sido diluida cien mil veces más que la suspensión 
madre, contiene mil microorganismos por mL y al sembrarse la quinta parte 

48 



(0.2 mL),' sé~ d~sarrollarán doscientas colonias que son más fáciles de 
contar ..... 

· Silasuspensión madre contiene sólo un millón de bacilos por mL, 
la siembra de 0.2 mL de la suspensión de 10-5 dará origen a sólo 2 colonias, 
mientras que la siembra de 0.2 ml de la suspensión 10·3 dará un desarrollo 
de doscientas colonias. 22 

-e- CARACTERÍSTICAS FÍSICAS DE LOS 4 DIFERENTES 
MEDIOS: 

La apreciación de las caractertsticas físicas es elemental, por no 
requerir más que del entrenamiento del usuario, pero existe el 
inconveniente de una baja correlación entre éstas y la utilidad del medio. 

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

a) características indeseables, pero presentar un RNC, y 
b) lo contrario, un aspecto impecable pero no hay recuperación. 

En el inciso (a) se ubica el proveedor C, Tabla 4, en donde del mes 
de Junio a Diciembre el medio presentó tonalidades desfavorables (desde 
swl421 hasta swl424), tonos muy pálidos con apariencia blanquecina(y 
aparentemente pH alcalino), además presentaban una gran cantidad de 
burbujas hasta el punto donde la superficie se tomo porosa (Octubre), 
después de 48h de incubación el tono de los tubos cambiaba (swl449 o 
swl717). Estos cambios fueron muy evidentes y en el mes de Noviembre 
personal de dicha Casa Comercial intercambio sus impresiones y 
posteriormente notificó 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 tenían mejor presentación. Sin embargo, 
presenta un RNC bajo en estos meses, atribuido a dicha razón. 

Para el inciso (b) el ejemplo más representativo es el medio del 
proveedor D (Tabla 5), en donde el medio tiene una presentación 
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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evaluación los 10 tubos se incubaron por 3 semanas más y ninguno 
desarrollo colonias, ·al término de este tiempo a 2 tubos (de diferente 
dilución) se les realizó reacción 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 características físicas observadas para los distintos tubos 
fueron pH, color , burbujas y contaminación: 

ElpH: 
indica si el medio tiene pH idóneo para fomentar el 
desarrollo de la bacteria, pues debe ser de un valor 
aproximado entre 6.7 y 6.9, valores que son óptimos para su 
crecimiento23

, esta característica es visible por el cambio de 
tono del medio, 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 contanúnado con otro microorganismo 
diferente al género Mycobacterium se torna verde muy 
intenso casi azul, porque el medio está ácido. 23 

Así, 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. Aún así, se esperaría que el tono fuera 
más elevado que swl737, con lo cual no se puede decir que existe una 
relación directa entre pH y color del medio, ya que en el mes de 
Marzo 01 presenta la misma tonalidad con un pH de 7. 

Para el mismo proveedor, pero con el lote de caducidad (Tabla 
3), el pH=S en los meses de Agosto 01, Noviembre 01 y Abril 02, la 
tonalidad del medio en dichos meses es constante e incluso un poco 
más elevada que swl736 en el mes de Noviembre 01, color que se 
esperaría más pálido. En cuanto al RNC no existe mucha variación 
comparándolo 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 deltodo al pH del medfo, es importante tomar en cuenta 
todos los factores. 

En cuanto al proveedor C, anteriormente en el inciso a) se hizo 
mención de la tonalidad del medio, el cual debería de ser blanquecino 
o muy pálido, cosa que sucedió solamente en el mes de Septiembre 
01, pero aún asi el pH es de 6 y no corresponde al tono observado, 
esto es debido a la razón ya mencionada . 

. Al proveedor D en el mes de Junio 01 le ocurre la misma 
disparidad en cuanto a tono y pH, ya que este último es de B y el 
color es más elevado de lo normal(swl740) Tabla 5, con lo que su 
RNC si se ve afectado (0.061), debido a que de todos los lotes es el 
que recupera más tardíamente (Tabla 6). 

Las burbujas: 
en el medio no son deseables porque disminuyen la 
visibilidad del crecimiento y en dado momento absorben el 
inóculo evitando el crecimiento en la superficie, éstas 
pueden tener su origen en la agitación 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 vacío por 15 min. 
al medio antes de envasarlo. Si es por la segunda, se debe 
controlar el tiempo y temperatura de coagulación (SS° y SO 
min, tiempo y temperatura máximos23

), debido a que este 
descuido disminuye la posibilidad de desarrollo. Además 
las burbujas son indeseables porque si el medio es poroso 
se seca con mayor facilidad. 

Un ejemplo de esta característica inconveniente es el proveedor 
C, Tabla 4, que en el mes de junio 01aOctubre01 presenta un medio 
con más de 20 burbujas, hasta el punto de verse poroso (Octubre 01), 
esto aunado a las otras características ocasionó 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 característica que guía 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 concentración de colorante es 
demasiado alta también puede inhibir el crecimiento de las 
micobacterias junto con el de las bacterias contaminantes15

, 

en el caso del proveedor D, Tabla 5, se atribuye su color a la 
concentración del colorante, porque siempre presentó un 
tono muy intenso(swl736 y swl740), que al compararlo con 
los otros medios tenia apariencia de acidificado, lo cual 
modificó su RNC a tal grado de que no presente 
crecimiento bacteriano como en el mes de Mayo. Los tonos 
extremos (muy pálidos) ya fueron mencionados y 
explicados en el inciso (a) al iniciar el párrafo de 
"Características físicas 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 útil para valorar la 
calidad del medio, y únicamente es válida cuando se conoce y es . 
constante la calidad del huevo, esto sucede cuando se sabe que a los 
animales se les da una dieta "estándar" libre de J3 carotenos, con lo 
que las fluctuaciones de color serían más 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 
transcurrió 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 contaminación de los medios de cultivo puede tener 2 
orígenes: 

a) Por efecto del desempeño 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 resultó con esta característica (Tabla 1) 

b) Origen del medio, esto es, en la preparación misma, 
situación que se demuestra con la prueba de esterilidad, 
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que permite la liberación por el fabricante del producto 
terminado. En el mismo mes de Febrero 02 para el 
proveedor C (Tabla 4), un tubo de 10 presentó una 
costra pegajosa amarilla en la parte superior del medio, 
éste se incubó a 37ºC y a las 24 h el tubo mostró 
contaminación. 

lliii Para el proveedor B (tabla 2), en cuanto a las características 
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 afectó el medio ni en cuanto a 
desecación ni a contaminación. 

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

lliii Para el proveedor D (Tabla 5), la distribución 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 coagulado23

. 

Con esta característica del medio, aumenta el riesgo de 
contaminación tanto para el medio como para la persona que lo 
manipula. Además el inóculo puede quedar en la parte del plano 
inclinado, que es la primera en deshidratarse, y con más facilidad 
cuando queda una capa delgada. 
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-e- RELACIÓN DELNúMERO DE COLONIAS (RNC) 

El valor del RNC indica la apreciación de las colonias en un medio 
L-J a partir de la 3ª semana de incubación 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 3ª semana hasta la 8ª, o bien es 
debido a un desarrollo tardío, el cual se manifiesta a partir de la 4il semana 
en adelante. 

Asi para el lote A en el mes de Agosto, Tabla 6, el cero indica 
desarrollo tardío, pues existen colonias a las 5 semanas de incubado (Tabla 
1, mismo mes), no asi para el mes de Septiembre, donde existe una 
descompensación, 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 existía a 
la 3ª semana desarrollo y de igual forma a la 5ª semana, este número 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 tardío y muy pobre. Tabla 
1,2,3,4 y 5 en el mes de Septiembre. 

En general para todos los cultivos, esta descompensación es debida 
a la temperatura del cuarto estufa en el periodo de incubación de este mes 
que fluctúo entre 37' y 55º e lo que de alguna forma afectó el desarrollo de 
la bacteria, tomando en cuenta que la temperatura de incubación para el 
desarrollo óptimo es de 37º C y crece mal o no se desarrolla a 30º C o de 42º 
a 45º e 15

• 

Esta variación no se pudo controlar debido a que el cuarto de 
incubación registro dichas temperaturas en fines de semana; este desajuste 
fue comprobado porque en ensayos semanales realizados en el mismo mes 
de Sep., pero fecha (11Sept01) diferente al ensayo mensual, en los inóculos 
de 0.2xl0'4 y de 0.5xI0-5 al llegar a la 5ª semana de incubación no existía 
desarrollo alguno, posteriormente se continuaron incubando 2 tubos y se 
presentó desarrollo hasta las 12 semanas: 0.2xI0-4 = 8 colonias y en O.SxI0-5 = 
14 colonias, en ambos hubo desarrollo en el agua de condensación, y el 
número de colonias está invertido, probablemente por errores en la 
metodología o por la dispersión 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 
multiplicación para conservarse viva 12

.1
4

• 

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

Todas estas observaciones deben ser consideradas cuando el medio 
es empleado para el aislamiento de bacilos en muestras clínicas, porque 
dependiendo del origen de la muestra es la cantidad de bacilos presentes, 
así 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-J para el control de Calidad están acostumbrados al proceso de 
manipulación constante (H37Rv, cepa de referencia), no así los bacilos 
obtenidos de dichas muestras clínicas, que son pasados por procesos 
descontaminantes (muestras de esputo y orina), con lo cual se afecta su 
viabilidad o su proceso de adaptación al medio, tomando en cuenta que el 
inóculo que se emplea para el control de Calidad es una dilución 10'5, 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 tendrá 
opción para las muestras clínicas. 

-$EFECTO DE LA CONSERVACIÓN 

Esto es importante porque el tiempo de conservación 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 
preparación"23

; "su duración es de un mes a partir de la fecha de su 
preparación, si se mantiene en refrigeración entre 4º y 8º C'22

• En la práctica 
los proveedores manifiestan en sus marbetes tiempos que fluctúan desde 
los 4 meses (proveedor C) hasta un año {proveedor By D). 
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A lo largo del año, de Abril 01 a Abril 02, el medio B de Caducidad 
se evaluó comparándolo con su RNC inicial hasta el correspondiente al del 
último mes (Tabla 7). El RNC inicial que corresponde al mes de Abril 01 es 
de 0.25, al mes de que se preparó 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 dispersión bacilar. 

Al 4º mes de preparado, Agosto (Tabla 7) su capacidad de 
recuperación disminuyó hasta cero debido a que a la 3ª semana no había 
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 
disminuyó significativamente, no obstante, existen durante el año 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 
deV12. 

Cuando a un producto que está 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 útil, lo 
que representa un ahorro, sin embargo en productos que están relacionados 
con insumos para la salud, especialmente material para diagnóstico, esto es 
una aberración, debido a que son productos que contienen algún 
ingrediente biológico que con el paso del tiempo se deteriora y pierde sus 
características que lo hacían "tan bueno". Esta es la razón por la cual a un 
medio de cultivo como L~ J se le asigna un periodo de caducidad de un año, 
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 
cuestión de costos. 
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CONCLUSIONES 

+ En general, de acuerdo al número 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 preparación del inóculo a partir de la suspensión madre, 
de acuerdo a la metodología de Cannetti, estandarizado por 
nefelometria permitió obtener una suspensión homogénea, esto requiere 
de práctica para disminuir el tamaño de partícula (congregado bacilar). 

+ Las características físicas del medio L,J como el color, pH, 
burbujas y contaminación, así como los procesos que las establecen, son 
factores determinantes que de cierta forma afectan la cuenta viable. 

+ La conservación de un medio L, J en refrigeración ( 4 a SºC) 
por un período de un año, disminuye la capacidad de aislamiento, asi de 
los 12 ensayos realizados 5/12 de lotes nuevos, del mes, tienen una 
recuperación satisfactoria, mientras que del medio refrigerado 
únicamente 1/12 recupera favorablemente. 

57 



RECOMENDACIONES 

l. Sistematizar el_ c_onn:o~ de Calidad del medio L,] en el programa de 
Garantía de Calidad del usuario. 

2. Incluir en el_ progr?ma de c_ontrol de Cali~d del Laboratorio de 
Referencia a los medios de cultivo de los productores comerciales. 

3. ¡n_cluir los resultados del Control de Calidad obtenidos por el 
laboratorio·control del fabricante en el marbete de cada lote, según la 
norma y por. período ajustado al criterio técnico de expertos. 

.. . _ . }:}-~;::~:·~:~;~z'.·~;+~fil:~\;-~y~;-~:·(r.'.~;~:--~·~~·::- .. :- _ . ---. . 
4. Ver1ficar)a;riiétodc)logía;'riiaterias primas y equipo cuando se elabore 

medio;de cÜltivÓ.'%1 > - .. > .. .. . 

S. Reali~ar'á/~i~idnriento de muestras en 2 medios de cultivo para 
garantizar la recuperación, un medio líquido y uno sólido, por lo 
tanto; el Control de Calidad del medio L,J debe Normarse. 
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ANEXO! 

COMPROBACIÓN DE M. tuberculosis H37Rv ATCC 27294 

i) TINCIÓN DE ZIEHL-NEELSEN:22
•
3º 

REACTIVOS: Fucsina básica 3g } 
Etanol 95% lOOmL 
Fenal en cristales Sg A 
Agua destilada IOOmL 

HCl concentrado 
Etanol95% 

Azul de metileno 
Etanol95% 

PREPARACIÓN: · · 

30mL } B 
970mL 

lg 
IOOmL 

a. Fucsina feill.C:adit: 1;, disolver la fucsina básica en el etanol 
· 2.' disolver los cristales de fenal en el agua 

carbal fucsina: mezclar solución l con 90mL de 
solución 2 

b. so~ución decolorante (alcohol,ácido): agregar 
cuidadosamente por las paredes del recipiente el 

HCl al etanol y mezclar con precaución 
c. azul de metileno: disolver por agitación 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 metano! absoluto 
C) cubrir el frotis con carbal fucsina y calentar hasta que salgan 
vapores, por 5 min. (evitar desecación) 
D) lavar la lámina con agua 
E) decolorar con alcohol,ácido por 2 min. 
F) lavar la lámina con agua y escurrir 
G) cubrir la lámina con azul de metileno por 2 min. 
H) enjuagar con agua, escurrir y secar al aire 
I) observar al microscopio con objetivo de inmersión 
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i) VIABILIDAD DE LOS BACILOS DE LA SUSPENSIÓN DE 
M. tuberculosis H37Rv DE TURBIDEZ COMPARABLE AL TUBO 

#1 DE McFARLAND31 

MATERIAL: Viales de medio 12B 
Jeringa de lmL 

PROCEDIMIENTO: 
l., Realizar 2 diluciones 1:100 y 1:500 e inocular 0.lml de 
cada una en los viales de 12B 

· 2.' incubar los vialesa3rc y leer diariamente en el BACTEC 
460TB .. ..· 

3,, el indice de crecimiento debe ser el doble del día anterior 
y es positivo a partir de 10 hasta 999 unidades 

i) REDUCCIÓN DE NITRA TOS22 

REACTIVOS: · .. NITRA TO DE SODIO M/100 EN 
AMORTIGUADOR DE FOSFATOS M/45 pH 7 

NaN03 0.085g. ·•· 
KH2P04 0.II75g 
Na2HP04 0.485g ;, · .·· • 
H20 .IOOmL 

l., HCl concentrado 
2.' sulfanilamida al 0.2% 
3.' clorhidrato de n,naftil,etilen,diamina al 0.1% 

PROCEDIMIENTO: 
• agregar 2ml de nitrato de sodio a los tubos que 

contienen medio y el inóculo de bacilos sin desarrollo de 
colonias, más l mL de fosfatos M/45 

• incubar a 37° c por 2h 
• colocar el líquido del tubo con medio en un tubo BxlOO 

y agregar l gota de l + 2 gotas de 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 tiene la capacidad de 
recuperarlos. 
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ANEX02 

TRATAMIENTO DEL MATERIAL DE VIDRI023 

- ·.'.·. ' 

_Para r~alizar ~~-- m_edio. Lbw~nstein-Jense~ se requiere que el 
material de vidrio. sea fa.vado y enjuagado escrupulosamente antes de su 
esterilización, especialmente, los tubos donde se envasara el medio. 

Los tubos deben ser de vidrio neutro: 

1 - esto se logra enjuagando los tubos ya limpios con una 
solución de HCl al 1 % por 30 min., y posteriormente 2 veces 
con agua destilada. 

_ La razón del vidrio neutro es porque los tubos que se lavan con 
soluciones detergentes que tienen una alta concentración de sosa se 
alcalinizan, y la alcalinidad influye desfavorablemente en la composición 
del medio, ya que éste adquiere un color blanco- amarillo en la parte que 
está en contacto con el tubo. 
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ANEX03 

ABREVIATURAS Y DEFINICIONES 

ATCC: American Type Culture Collection. Colección internacional de 
cepas control, ias cuaies son seleccionadas por su estabilidad y 
por su utilidad en el método utilizado 15

• 
31 

Bactec 460 TB: instrumento automatizado que detecta el crecimiento 
de las mico bacterias ¡.:or medio de ácido palmítico (como 
sustrato) marcado con 1 C e incluido en la base del medio líquido 
Middlebrook 7H9, también es denominado instrumento 
radiométrico por elempleo de material radioactivo31 

BAAR: bacilo ácido alcoholre~istente15 

Calidad: todas las características de una entidad que sustentan su 
capacidad de satisfacer necesidades expresas e implícitas24 

Control de calidad: técnicas operativas y actividades necesarias para 
cumplir con los requisitos de calidad y concierne el monitoreo 
diario de los procedimientos realizados en el laboratorio24 

Cuenta Viable: número de colonias obtenidas por la promoción del 
desarrollo que refleja a las bacterias que tienen la capacidad de 
multiplicarse. Bacterias vivas que se observan por la formación de 
colonias 

Entidad: inc11;1¡e productos, actividades, procesos, organizaciones o 
personas-
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Garantía_ de CaHdad: incluye las acciones sistemáticas y planeadas 
·implementadas en el laboratorio necesarias para crear suficiente 
confianza de que un producto o un servicio cumple con los 
requisitos necesarios de calidad24 

GI: Growth Index. Escala de O a 999 unidades del BACTEC 460 TB 
con la que. determina cuantitativamente el crecimiento 
micobácteriano; se considera positivo de 10 en adelante y debe ser 
el doble del dia anterior31 

L,]: medio Leiwenstein.:..] ensen 

Morbilidad: término genenco que expresa la frecuencia de las 
enfermedades en un periodo, en el total.de.habitantes }enfermos y 
sanos) entre los que se presentan esos padecimientos.3 

•• , 
._, ,1; .. ,,_,: .. :· ,. •. '.", \ ,:, -

.;., ~- ;:.·-·:-· ;·\;.'· . - ' 

-.•,: .. , • j)o' ;; • ,' - ·.·.:· .. ;: .. ' ·.·· :•., 

Mortalidad: término genéric9 que~~ks~)~;·fr~gü·~~~!~·J~-J~N~c~~l1es 
en un periodo, en el total;de habita11i.(!~:;(éríféi:níos ys~nci's) eritie 

&om;I~4~;;~~~f~1~ii~tli1f lit~~. 
dilucionés' se~iadfl~:;' ... ;~:•< 0;·{1}1~i~'···.f ~:;Y~~~~·:;_~t{·~:<. ,. ¡~~:;;:;:;j~"~··j~~e _··-~--· •··· · · · 

RNC: relación entre el número de ·cqlcjruá'.álu~lfag~". a)B,,,s_e1:1ana y a la 
5ª semana en la dilución 10-5• 27 · •· •· .. · · .' ~ ·: .·: ' 

.. '< .<é ••: •;•: .y ';> l\;: ~: .éC ' ' 

TAES: TratamientoAc~rtad~Estri~fa~ei{t:~s~~~~~~do.1 
- .. \ ·- •.. , ,_ .. _,, .-,·' '( ' 
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ANEX04 

Cf)?'d PONENTES DE LOS i'vl EDIOS DE CULTIVO DE L.-\S 4 
DI FER.ENTES CASAS COMERCIA LES 

~ CASA COMERCIAL A 

Los reactivos y sus respectivas cantidades que contiene este medio, 
así como su preparación sé encuentran en ia página 32. 

~ CASA COMERCIAL B 

El marbete d~ cada lote indica que contiene: 
Fórmuia: gramos por 600 mL de agua destilada: 

Asparagina~L 

Citrato de Magnesio 
Fécula de papa 
Fosfato de potasio monobásico 
Solución de huevos enteros homogenizados 
Sulfato ele magnesio 
Verde de malaquita 

16 
0.6 

30.0 
2 . .5 

1000.0mL 
0.24 
0.4 

Además, contiene la fecha de caducidad, el número de lote, la 
descripción de los tubos que contienen el medio (10 tubos por paquete) y el 
volumen del mismo (7mL), la forma de almacenarse y la dirección del lugar 
donde se elabora. 
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~ CASA COMERCIAL C 

El marbete es una caja rectangular que contiene como información 
para el consumidor ei número de lote, fecha de elaboración y caducidad, el 
contenido (3 tubos con medio), la forma de almacenarse y la dirección del 
proveedor; además en el interior trae un instructivo con la descripción de 
la metodología del procesamiento de la muestra y siembra bacteriológica. 

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

En cuanto a la formulación se comunicó que se empleaba para la 
elaboración del medio: 

Base para medio L~] 
Huevo de pata 

~CASA COMERCIAL D 

El marbete.; esuna caja con 10 tubosy contiene la siguiente 
información: vohinien del medio (7 mL)/cl, número delate; lafecha .de 
caducidad, la forma de alrriacenarse.}r la dirección del productor.· · 

. - " . ' ~ . - . . - ... - . , . 

Los tubos con medio c0Il~i~Í"i~r1 J~; ;;cubrimiento·•· de plástico 
transparente en la tapa y abarca parte del tubo, como protección.·· 
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