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INTRODUCTCTION

Dé%@é;haéé;fiemﬁqﬁexiégé‘ei in;¢rés de cultivar
las micobactefiaé éh‘ el’ tiempo n&s corto posible o al
menos en un laﬁso 'ﬁenor del hasta. ahora alcanzado, ya
que esto mejoraria importantemente el diagnéstico tempra-
no, el tratamiento y prevencién de algunas micobacterio-
sis.

" En la actualidad los cultivos se hacen en medios
tradicionales (principalmente en el medio de Lowestein
Jensen), en los cuales el tiempo de incuBacién dura 10

dias. o mds de un mes.

Se han publicado nuevos medios de cultivo y
ha habido algunas modificaciones a los actuales, pero
ain prevalece lo prolongade del tiempo de incubacibn

y el avance en este sentido es aln esperado.

Este desarrollo tardio de 1las micobacterias
bien pudiera deberse a que alin no se ha encontrado el
medio de cultivo ideal y no tanto al llamado metabolismo
lento de las micobacterias.

En este tfabajo se realizdé el estudio de un
medio de cultivo cuyo principal fundamento es la apli-

cacién de extracto de espArragos, en sustitucibén de 1la



asparagina, en un caldo glicerinado; para. - promover -el

atencién

desarrollo temprano de las micobacterias, ¢con-

especial a Mycobacterium tuberculosis, ya- que este tiene

una gran importancia diagndstica.




1. GENERALIDADES

1.1. Bosquejo -histdrico.

Las micobacterias incluyen desde saprdfitos
innocuns del suelo y las aguas, hasta organismos que
son responsables de dos enfermedades humanas devastadoras;
la tuberculosis y la lepra.

La naéuraleza trasmisible de la lepra fue ya
admitida en tiempos biblicos, por esta razdén, los leprosos
fueron marginados de la sociedad. Mientras que la tubercu-
losis, aunque wAas contagiosa, no fue reconocida como
enfermedad infecciosa hasta el siglo pasado.

En 1874 Hansen describid el agente etiolébgico

de la lepra, Mycobacterium leprae (3, 14).

En 1882 Koch, descubridé el agente etioldgico

de la tuberculosis, Mycobacterium tuberculosis, asi como

también estudid los problemas de 1la patogénesis y 1la
inmunidad en esta enfermedad (8, 14).

Existen datos para suponer que la tuberculosis
existidé desde la mas remota antiguedad, como lo demuestra
el descubrimiento de lesiones en momias de Egipto y la

observacidén de huesos humanos y de animales antiguos



con secuelas que pueden considerarse -de origen tuberculo-

so (2).

1a‘denomlno con

el nombre"der tigis.: Galeno (130' Wcon31dero gue
la t151S era contaglosa al aflrmar quehléé personas que
duermen con tisicos 1argo tiempo contraen la enfermedad.
Fracastoro (1483 - 1553), sospechd la existencia de un
agente etioldgico especifico para cada enfermedad, sentan-
do asi, las bases dz2 la teoria del contagio.

Laennec (1781 - 1826), pudo identificar como
tuberculosis, muchas de sus varias manifestaciones, esta-
bleciendo asi 1las bases para un diagndéstico correcto.
Willemin (1827 -~ 1892), demostrd la trasmisibilidad de
l1a enfermedad mediante la inoculacibébn de material de

lesiones tuberculosas de humanos a conejos, en los que

reprodujo la eanfermedad (2).



1.2. Caracteristicas - de las micobacterias,

a. Clasificacién:

‘Las micobacterias son-microorganismos que perte—

necen 5 la fémilia Micobacteriacéae; se considéranicbﬁd
formas de transicién entre las eubacterias y los actinomi~
cetos; algunos de estos (ltimos (pertenecientes al género
Norcadia) son débilmente 4&cido resistentes; ademéas,
algunas micobacterias pueden mostrar ramificaciones.
De acuerdo con ésto, las micobacterias se han clasificado

en el orden Actinomycetales y clase Schizomycetes. (2,
b. Morfologia:

El género Mycobacterium esta constituido por

células en forma de bastdn (algunos ligeramente curvados),
que raramente se ramifican bajo las condiciones ordinarias
de cultivo. Son Gram positivos en cultives jévenes,
no son mdviles y son de tamaifio variable, generalmente
de 2 a 4 micras de largo. por 0.3 a 1.5 micras de didmetro

(9, 10, 11, 14).



El género estd caracterizado por--una.propiedad

Gnica de tincidn, . la &cido resistencia, la cual es. exhibi-

da’ particilarmente por:lasicélulas,:
dos o en grupos pequefios .o ‘como masas- compactas

se observan los bacilos indiQiduaies (2).

Las células de Mycobacterium tuberculosis tienden a perma-
necer paralelas unas con otrés formando apretados paquetes
de cordones, un pétrén que se asocia con la presencia
de un glucolipido tdxico, factor cuerda (por la virulencia)

(2, 9.

En los tejidos suele conservarse la forma baci-
lar. En cultivos, algunas veces se observan formas fila-
mentosas m4ds largas con células hinchadas o en forma
de maza que semejan al bacilo diftérico. En los cultivos
de bacilos de la tuberculosis de las aves se encuentran
formas ramificadas, pero rara vez en los bacilos de 1los

mamiferos (11).

Las células individuales presentan también
una estructura granulosa. Tienen vacuolas en abundancia,
que pueden dar a la célula tefiida el aspecto de cocos.
No se conoce el significado de los cuerpos pequeiios,
teiiidos intensamente, que a veces se observan en el inte-

rior de la célula (11).

Las c¢élulas son procariotes y estan limitadas



por wuna -pared rigida. No.. tienen flagelos, ni pilis,
esporas iof cépsula§,  9§?91‘p§gdén77prbducir una -systancia
capsulaf ‘en 'ﬁulﬁiVOSiﬁértificialesy' sobre  todo éuando
crecen gh' medios :con suero. Las diferentes especies
san identificadaé de acuerdo a sus caracteristicas colo-

niales, fisiolbégicas y propiedades bioquimicas.

La estructura antigénica, - la susceptibilidad
a bacteribéfagos, la sensibilidad a drogas y patogenicidad
en especies animales, constituyen propiedades adicionales

s

y titiles en la identificacidén (11).

Se han descubierto formas G '

'abacilares" (estruc
turas diminutas) que aparecen, en su mayoria, en condicio-

nes desfavorables (1l4)}.

El microscopio electrdénico muestra la existencia
de una pared gruesa y ffecuentemente, de grandes mesosomas
laminares. También pueden observarse grdnulos de glucége-
no y cuerpos de polimetafosfato (volutina); estos tltimos

se tifien metacromaticamente por los colorantes catidnicos

(9).
c. Acido resistencia:

Histéricamente las caracteristicas diagnbsticas



de 1las micobacterias es la resistencia a los éacidos,
pero esta propiedad no es siempre suficiente para distin-
guirla de cultivos o cepas de Vocardla y Corynebacterla.

Ya que esta caracterlstlca depende de la edad del cultlvo,

clempo -en que'se reallzo

la comp051c1on del medio y ‘el

el aislamiento’ (6)

La acido resiSténéi

caracteristica de este grupo de ,acterlas, que consiste

en que dificilmente se C1nen 'con3rcolorantes b351cos,

pero una vez teflidas retienen el colorante, resistiendo
la decoloracidén con acidos minerales diluidos en alcohol
u otros decolorantes, por lo cual reciben el nombre de

bacilos Acido resistentes y se debe, al parecer, a la

presencia de acido micdlico (2, 14).

Esta propiedad conocida como A4cido resistencia
se demuestra en la coloracién de Ziehl-Neelsen, de 1la
cual existen varias modificaciones. La 4cido resistencia
estd relacionada a la naturaleza de los complejos lipidos
que se encuentran en la célula, en particular 1la rama
de los hidroxiAcidos de alto peso molecular, los cuales
son conocidos como acidos micdlicos, la Acido resistencia
también se relaciona con la integridad fisica de la célula

(11, 46).



Cuando se tifien por el método de Gram, las

micobacterias 'pueden ‘apareceér como  Gram: positivasj-. pero

toman el colorante débil e irregularmente y no' necesitan

el tratamiento con’ lugol ‘para retenerlo (9.):

denominada cerocide (que se ‘encuentra . .en
ciertos estados de deficiencia nutricional),

Sin embargo, - estas = sustanclas 'no

la presencia de fenol (o-anilina) en la solucién decoloran

decoloran

s en que tienen . un contenido

dé 1aérbéc£erié
abundante de material graso en su combééfciéﬁ;
des que oscilan entre el 20 y 40 Zk'de.'suﬂ §éso  seco.
Por medios quimicos se han obtenid§ de 1las célulaé
bacterianas fosféatidos, cerasv y - lipidos complejos, a

partir de los organismos desecados (9).



La funcién de estas sustancias no se conoce
por completo, pero existen pruebas de que estan situadas
estratégicamente en las células e influyen en fp}ma desta-
cada sobre el comportamiento de los organismos.. Las micro-
fotogréfias electréqicas muestran qué las pérede$ estan
compuestas de tres capasrqué‘enjuglvéé_qna;membfaﬁa cito—

plasmatica, la cual posee’también”tresfcapasf_‘,

Otros  componentes de’ '

son los aminodcidos, polisacédridos y lipidosi "

ceras de las mwmicobacterias, han dado .uni conocimiento

mas preciso de estas estructuras de elevado.peso mbiécﬁ—
lar, cadenas unidas en alfa, &cidos grasos beta—hidroxili—
cos (4cidos micdlicos), que estin libres y esterificados
con el glicerol, oligosacaridos y polisacéridos, en estos

organismos.

Los &cidos micblicos. no .esterificados--son--los




Gnicos 1lipidos del .bacilo” tuberculoso, que son 4acidos

grasos per. se..

contener

légié'?m'é_nte :Hétnt‘ivip.é ‘tr
diaminopinélico (11).
La sorprendente :apuﬁdéﬁéia»;d¢¥Tifﬁidog‘;én' la
célula bacteriana explica el caféctef' hidrbfobo de 1los
organismos, que se muestra por su tendencia. a adherirse
a los otros ‘durante el crecimento en medios acuosos vy
a flotar en la superficie a pesar de afiadir al medio
detergentes que facilitan la dispersién. También explica
la relativa permeabilidad a 1los colorantes, la Aacido
resistencia, la resistencia a la accibén letal de 1los

dcidogs y de los A&lcalis y a la accidén bactericida de

los anticuerpos, junto con el complemento.

La enorme cantidad de 1lipidos encontrados o
sintetizados puede contribuir a la lentitud de crecimien-
to, tanto al dificultar el paso de las sustancias nutriti-

vas al interior de la célula, como al consumir gran parte

de la capacidad biosintética de ésta (9, 25).



e. Estructura antigénica:

~ Proteinas. Las protelnés de los bac1los ac1do resis-
tentes ponen de. manlflesto 1a alergla o hlpersenSLbllldad
retardada que se- presenta en la 1nfecc1on tuberculosa,
las proteinas son el principio actlvo de las tubercullnaa.

La mayoria de las proteinas somatlcasfspnrdefbajgg;apac1—

dad alergizante, pero cuando se mezclan:con: :fracciones

lipidas del mismo ‘Mycobacterium o Cdﬁ,éﬁe;
pueden inducir con més facilidad léi
tuberculina.

Las proteinas ribosomales son éapaceé'rno’ s6lo
de . poner de manifiesto la hipersensibilidad sino también
de inducirla incluso con mayor facilidad que las proteinas
protoplasmiticas.

En enfermos tuberculosos se pueden demostrar
anticuerpq; aP;?pfpteigas, s;q que sean ﬁe tipo protector

(2, 25).

- Polisacadridos. No se ha demostrado que los polisaca-

ridos de Mycobacterium sean capaces de poner de manifiesto

la alergia (2).

- Lipidos. Son probablemente responsables de la mayo-

- 12 =



ria de las reacciones de los tejidos al “bacilo"tuberculo—

so,

e sabe ‘que las fracciones fosfAtidds son :capaces

de ‘producir “respuestas ‘tisulares ' que 'semejan- tibérculos
que pueden conducir -inclusive a necrosis .caseosa (2,

23Y).-
1.3. Cultivo.

Se considera especialmente al cultivo de

Mycobacterium tuberculosis en la muestra de esputo, atn

cuando en gran parte lo que se refiere a este microorga-

nismo es aplicable a otras micobacterias.

El cultivo es el método bacterioldgico de rutina
mis sensible y especifico de los que se conocen en la
actualidad, para descubrir M. tuberculosis en una muestra
determinada. Es un camplemento de la baciloscopia, que
tiene gran importancia sobre todo cuando las acciones
de lucha antituberculosa han permitidc situar el diagndsti
co no en los casos avanzados, dintensamente baciliferos,
sino en aquellos méds reclentes con eliminacién bacilar
discreta. Pero aunque el cultivo permite diagnosticar
un ndmerc mayor de casos de tuberculosis, su elevado

costo obliga a orientar convenientemente su empleo.

Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo

exigente que necesita medios enriquecidos o especiales.

- 12 -



Un

estindar ‘debe tener:las ‘siguientés caracteristicas:

medio de.cultivo ideal ‘para ser-usado como

S

fQ@quéé'dgiuda.Séhsibilidéd tal que permita
el crecimiento de M. tuberculosis a partir de

rmuestras que lo contienen en escasa propor --—

cidn.

Que dé nacimiento a colonias con caracteris--—
ticas morfolégicas especificas.

Que el crecimiento ﬁe las colonias sea rapido.
Que inhiba el desarrollo de microorganismos
contaminantes.

Que no se contamine fAcilmente durante su
preparacidn.

Que sea facil de preparar y de costo reduci-
do.

Que sea utilizable para hacer los estudios

de resistencia y la prueba de la niacina.

Que sea facil de manipular en el traslado

de un laboratorio a otro,

Uno de 1los factores que diferencia un medio

de cultivo de otro es su mayor o menor riqueza en elemen-

ros nutritivos (18).



Los medios sintéticos mas sencillos, como -el

de Sauton'o de Long sdlo contienen minerales (citrato

ferroso;: otdsico), asparagina 'y 'glicerol; . son

aptos‘ba(aﬁelhdésarnolld de micobéttéti;s Qhébgéﬁén”ﬁébi—'
tuadas a}ylésf nedios artificiales,‘”ﬁéiojtgbgiiés éon: para
el cultivo de microorganismos quevpfoVﬁéééﬂfdé?%ﬁbiehtes
naturales como 6rganos y tejidos (14, 18).

Medios mas riﬁos como el de Lowestein Jensen,
el 7H10 y otros, que ademds de lo anterior contienen
materias organicas como huevo, suero y ain enzimas, son
aptos para el diagnbéstico bacterioldgico porque permiten

el crecimiento "hasta de muy pequefio nimero de micobacte-

rias sembradas (18).

Existen' otros medios de cultivo due contienen
productos especiales con el objeto de desarrollar cierto
tipo de micobacterias, como el de Stonebrink con piruvato
de sodio muy dtil para el primocultivo de Mycobacterjium
bovig (18, 43). 7

Entre los medios que se utilizan para el diagnéds
tico se encuentran los liquidos y los sélidos. Los iiqui—
dos, como el de Sula y 7H9 son con frecuencia usados
para hacer subcultivos de. las cepas de coleccidn, o péra

preparar el indculo para las pruebas de resistencia;



los que contienen tween..80%...son- muy étiles para obtener

de -las mlcobacterlas.‘ Ciertas

el desarrollo . disperso

cepasz resiste cam ntos a la vez se desa~

llquidos, pero Aeﬁ general

rrollan ‘mejor .en

estos-medidS'no'éonymuy]émpléadds en el dlagnostlco de

rutina. En los medios liquidos un mic¢roorganismo cnntamle‘
nante generalmente enturbiard todo el medio, en:los sdli-
dos en cambio, pueden quedar &reas libres para que pueda

crecer Mycobacterium tuberculosis.

Aunque este tipo de medios se ha usado para
el estudio de resistencia a fArmacos, hoy se tiende cada
vez mas a emplear el medio sélido. El procedimiento de
preparacidén de los medios 1liquidos es dificil, porque
debe hacerse en un ambiente perfectamente estéril.

Por las razones expuéstas, la utilizacidn de
un medio 1liquido como procedimiento de rutina para el

aislamiento de Mycobacterium "tuberculosis, a partir de

muestras de esputo, no es recomendable para los paises
Latinoamericanos.

Aunque en los medios sélidos tampoco hay uno
que reuna las condiciones ideales (mencionadas anteriormen

te), el de Lowestein Jensen es el que mads se acerca a

* marca registrada.



ellas. Eszs el mids empleado en el mundo y se adapta mejor
que cualquier otro a -las posibilidades de los paises

en vias: ‘de desarrollo. Sus principales caracteristicas

son:

i;'EsrgnJMeéio-éélido, a base de hue;o,’fé;il
,_Hé vbfeparar, especialmente 1la £fdormula .de
‘la Unién Internacional contra la Tuberculo-
ygis, que ha suprimido la harina de papa
sin menoscabo de su sensibilidad.

2. Las colonias de Mvcobacterium tuberculosis

se desarrollan con un aspecto caracteristico
y se destacan féAcilmente sobre la superficie

del medio.
3. Tiene buena sensibilidad.

4, Permite el desarrollo de una amplia variedad

de micobacterias,

5.-Las -colonias crecen entre 15 y 60 diggjdés;%

el
plles de la inoculacién.
6. El1 porcentaje normal de contaminacidn  de

los tubos es bajo.

7. Sobre las colonias desarrolladas en &1 se

puede hacer la prueba de la niacina.

8. Es el medio que se utiliza para el estudio



de resistencia por el método de las propor-

ciones

  ¥fdtlé§r ﬁﬁ'medid'é6iiA6;'uha‘veé prepafado
'ra‘nivel central, puedé ser enviado sin difi-
cultad de transporte, a laboratorios regiona-
les y por el mismo motivo los cultivos ya
desarrollados pueden ser enviados al laboratg
rio central para su tipificacién 0 és;udio

de resistencia.

12. Es utilizado como medio deliy cen’ la

mayoria de los paises de A

Otro medio sdélido de ékcelehtéi cal;déJ  es el

7H10 de Middlebrook y Cohn, que cbnﬁiéherfécido, oleico,

albimina y catalasa, pero gque por'la complejidad de. su

preparacidén y por su alto costo no se adapta a las condi-

ciones de América Latina (18).



a. Requerimientos nutricionales:

Las mlcobfc:erias son aeroblos estrlctos..Utili—

zan para crecer” una mu1t1p11c1dad de compuestoshorganlcos

simples como fuente de‘energla y amonlaco S0 am1noac1dos

como fuente de: nltrogeno. No~ ex15ten ev1denc1as de que
requieran factores esencxales de crecimlento (vitaminas),

excepto biotlna4 bajo c1ertas c1rcunstanc1as, o micobacti-

na que es :eque;1da';por Wycobacterlum paratubercu1031s
(1, 2, 4,5, 9,11, 14, 18).

Necesitan bibéxido de carbono para ‘la iniciacidn

de su crecimiento, algunas cepas requieren’ . para su creci=-

miento Optimo concentraciones elevadas

bles en el aire (11,40). 51

El cultivo de  micobacterias ~desarrolla méas

rdpidamente en Tween a un pH_def6;0\;'8:0, con un rango
éptimo de 6.5 a 6.8 para los tipos patégehos. Las micobac—
terias muestran una ampiia variacidén en cuanto a su tempe-
ratura ideal de <crecimiento, pero las cepas patbgenas
para animales de sangre caliente, con dos excepciones
importantes (M, wulcerans y M. balnei), se multiplican
mds rapidamente en Tween a 35 y 40°C, M. avium es especial
mente tolerante a altas temperaturas, de acuerdo a la

elevada temperatura corporal de sus hospederos naturales

(11).



El crecimiento de muchas micobacterias es lento
comparado. con el de lés ba;terias comunes, formgn éé;doﬁes
en el caso de los tipos humano, bovino y mufino (9, 11,
35).

El crecimiento del bacilo tuberculoso es lento
en primocultivo, tarda en crecer entre dos y cuatro sema-—
nas. Las cepas de laboratorio, es decir dquellas que
ya han sido resembradas y cultivadas Qarias veces, crecen
con un poco de mayor rapidez y de manera abundante. Algu—
nas otras micobacterias, sobre todo las saprb6fitas, pueden

presentar crecimiento en dos o tres dias (1, 18).

- Fuentes de carbono, La fuente de carbono
mAds importante para el desarrollo satisfactorio de la
mayorié de las micobacterias es el glicerol. Otras fuen-—
tes de carbono (glucosa, fructuosa, acetato, piruvato,
citrato o propanol), pueden ser utilizadas por algunas
micobacterias. En muy pocas especies se ha observado
la utilizacién de sacarosa, succinato, malonato, fumarato
y butanol (2, 9, 11).

Cuando las micobacterias utilizan el glicerol,
como fuente de carbono, se observa un incremento en la
produccidén de 1lipidds y materiales de reserva como el

glucdgeno y aumenta el peso seco de la célula (6, 9).



- Fuentes . de “nitrégéno. Para el desarrollo

de las micobacterias. existen.varias fuentes.de .nitrégeno,

algunas 'pueden“utiiiza
fuente, la mayoria utilizah

la velocidad de desarrollo: pued

aminodcidos o amidas comé fﬁgn;g{ée;nlﬁ;égéno;ij

En particular, 1la aépéragina, gldtéﬁatb'} aspar-
tato son buenos estimuladores del desarrollo. La asparagi-
na se prefiere ampliamente, sus 4tomos de nitrdgeno del
grupo amino y amido son incorporados a los constituyentes

celulares,asi como sus atomos de carbono.

- Elementos inorgénicos. Las micobacterias,

para su desarrollo requieren de elementos inorgénicos
: z 0"3 I3 0-2 -

mayores como: potasio, fosforo ( P 4 © P 3 ), magnesio ,

azufre ( SOZ2 ).

Las necesidades de elementos menores o trazas
de éstos, por las micobacterias, son probablemente idénti-
cas a las otras bacterias, pefo no todas ellas emplean
la misma cantidad de un metal en particular. La proporcidn
de estos compuestos inorginicos que se tienen que adicio-
nar al medio de culti;o, 'depende de las impurezas que
el mismo medio contenga como contaminantes. Los iones

inorgédnicos indispensables para el .desarrollo de 1las

micobacterias son: fierro, =zinc, asi como trazas de:



+3 +3 +2 +2

a1t3, ag*t, Bot® , co*?, cr??, cut?, pet? oy vort

3 .(6,22,28),.
b. Médidéiﬁﬁiiizadési_i

- Lowestein Jensen. Este medio  es. recomendado
para el trabajo sistematico, es simple de"pteparar y
puede ser empleado para el cultiveo primario, ‘identifica-

cidén y pruebas de sensibilidad de micobacterias,

- Agar de Middlebrook y Cohn 7H10. Es un medio
con una férmula mejorada del agar de &4cido oleico alblmi-
na. Se utiliza para el aislamiento y pruebas de sensibili-
dad a los antimicrobianos por las micobacterias, favore-
ciendo el desarrollo temprano de los bacilos tuberculosos

tipicos.

~ Agar inclinado 7H11. Este medio es el agar
7H10 de Middlebrook y Cohn, modificado por 1la adicién
de un gramo de hidrolizade enzimdtico de <caseina por

litro.

Se emplea para el cultivo y pruebas de sensibili-
dad de micobacterias, especialmente de dquellas que desa~-
rrollan en el agar 7HI10 y en otros medios comunes de

aislamiento.

-



- Caldo de Middlebrook 7H9. Este caldo esta

enriquecidoﬁcon albimina y dextrosa. Se utiliza:

2 Medte de Petragantl Ee unTmedio g

de huevo y papa, elaborado con una base de lech:

de ~malaquita en una concentracidn de 0,045 2

mAs inhibitorio que el medio de Lowestein Jéhééﬁ,pA'
a su contenido mds elevado de colorante.rﬁsgefﬁédig’ééj
recomienda para especimenes yiejos yvpara psarse;paféléié—'
mente con otros medios para-aislamiento.de baciios:ﬁqﬁérf

culosos.

u ase “de- infusién: s ue

violeta como agente inhibidor selectivo.

@

- Agér inclinado de Mycobactosei.r Es el Vagar
7H11 maAs cicloheximida, lincomicina y 4cido nalidixico,
para la 1inhibicibén de microorganismos contaminantes y
para permitir la obtencidn de resultados negativos y
positivos mads confiables, en el aislamiento de especimenes

de flora mixta.



cido oleico de Dubos. Esta base

[°N

- Agar con
se emplea para 1arprepataqi6ntde:§ariqs medios .traslici-~
dos incluyendo el agar ;qon;légidbf dleicdv y. ‘el agar. .con
Tween y albmina, = que: sdﬁyeébééiélhepte:ﬁtilés para el
estudio de la mérfologié[yidigggiédﬁ6ﬁfaeflas colonias,
asi como para el reéﬁe;£6>lbac;eri§ﬁoifboE:'el' nimero de

colonias.

También se puede empiééfiién“,la: preparacidn
de cultivos masives de cepas due,ige”fméﬁtiEﬁen gsiempre
en existencia en el laboratorior én'iéé}ﬁruéﬁéﬁ de. sensi-
bilidad y en el aislamiento deiiéé bacilos tﬁbéréulogos

(1, 6).

Para algunos propbsito necesario; afadir

enriquecimiento, puede emplears

(22, 27, 28)
La base por si sola es capaz de producir desarro
1lo de la mayoria de 1os'éuiEEVB§¥bﬁbe'de las micobacte-

rias.

c. Caracteristicas de crecimiento:

El medio preferido y més empleado es el de
Lowestein Jensen. En este medio, los bacilos de la tubercu

losis dan lugar, por lo general, a colonias rugosas,



de color paja, secas, irregulares, conglomeradas, Semejan-

tes a migajas de pan, duras y resistentes, no pigmentadas

v se adhieren fuerteménte al medio; Mycobacterium

tuberculosis crece mejor que. Mycobacterium bovis en este

medio, por esa razdn se denomina como crecimieanto "eugdni-

co" el del primero y '"disgdnico" el del segundo (2, 9).

En medios liquidos, el bacilo de la tuberculo-
sis crece en la superficie formando una pelicula corrugada
con gotas de grasa en la parte superior., Las cepas vivas

y virulentas de M. tuberculosis forman cordones. La cera

C, soluble en cloroformo, es la responsable del modelo
de cultivo en forma de cordén. Este factor corddn contiene
un lipido tdéxico y parece ser uno de los materi@les'impo;—
tantes, responsables del poder patégeno, debido_¥aﬁ,que‘

se ha aislado constantemente de las cepas .virulentas

(2, 5, 9, 14).

Existen otras micobacterias, :denominadas-atipi-

n que




1.4 Tipificacién de las micobacterias.

‘aisladas las 'm “en; cultivos

puros,'pﬁéﬂéhﬁsgr;égfﬁpédaé;de'aéuerdg al<tiempo.

tura‘ déI

ncubacidn. requeridos - para _obtemer’icrecimiento
visible, ‘asi como tipo de colonias y pigmentacién.
Inicialmente, estas observaciones pueden hacerse

en ‘el aislamiento primario, puesto que los cultivos

son observados a intervalos semanales,

La pureza del. cultivo debera ser impuesta y
establecida sembrando una muestra de cultivo para obtener
colonias aisladas. Esta pureza -'significa ausencia de

un cultivo mezclado de micobacterias.

AGn cuando Mycobacterium tuberculosis es 1la

especie' de primordial importancia en ‘Micobacteriologia
Médica y en salud plblica, su presencia en un cultivo,
puede inferirse del tiempo de incubacidn requerido para
obtener desarrollo visible, se debe comprobar la aparien-
cia de las colonias y la demostracidén de niacina en 1los

extractos de los cultivos, para llegar a un diagndstico.

Las colonias aisladas de cada tipo, deben ser
transferidas de preferencia a un medio 1liquido y ser
estudiadas separadamente., Los cultivos asi obtenidos,

se siembran en una gran variedad de medios, para determi-



nar su velocidad  de -desarrollo, produccibén de pigmento

y otras propiedades necesarias para su identificacidn.

ufﬁe‘dééafrélio

y forméc;ona;dé pigmentos, dividié - -“micobacterias

usualmente aisladas en clinico (excepto

M. bovis, M. tuberculosis,M. avium Muimarinum)’,

cuatro grupos hasta ahora g:éfér;dqsv

"no clasificados™.
Aquellas micobacter
car con los ‘métodos ~comune

Runyon:

CLASIFICACION DE RUNYON

I. Fotocrombgenas.:

De crecimiento lento, colonias no pigmentadas
cuando se desarrollan en la obscuridad; tienen un amarillo
brillante cuando las colonias jdvenes se exponen a la

luz.

II..Escotocrombgenas,

De‘crecimiento-lento; .las colonias. son amarillas



o anaranjadas, ain si se desarrollan en la obscuridad.

III;»Néﬁﬁdggqromogénas

De crecimient colonias | generalmente

sin pigmentacién.
IV. De rapido crecimient

Se desarrrollan’a los.7 dias’ o menos..

a. Relacidén de temperatura:

 Basidndose en la temperatura a la cual las bacte-
rias crecen mejor, pueden ser clasificadas como termb6filas
(desarrollan mejor a 40 % o mas), mesbéfilas (de 20 a
‘37°C), y psicréfilas (creced mejor a 20°C o menos). Todas
las micobacterias, por lo menos d4quellas aisladas del
hombre y otros animales, son mesdfilas. Adn cuando la
temperatura de incubacuidn sobre el aislamiento primario
puede ser alta (M. avium y M. xenopi) o relativamente
baja (M. marinum y ﬁ.~ulcerans). Con la posible excepcidn,

todas las micobacterias crecen bien a 35 y 36 C en subcul-



tivos de laboratorio (18).

'cultivos tJovenes son expuestos a

en otras '3 escotocromogenas, el pigmento es sxntetlzado_

s’ cultivos sean incubados en la obscu: dad

‘finalmente un tercer grupo no sintetiza

las ‘condiciones para la_ produc id

‘aboratorlo de dlagnostico, los cultl-

ado,;tapado

1. cultlvo

sin tapar,

anota’ la presencla de plgmentos.‘

tos, las colonias se exponen a la luz por -una -hor

el culti&o' después se incuba tapado durante 1la ‘noche.
La producciéh de pigmento después de exposicién a la

luz igdi¢aj§uq7el cultivo es una especie de micobacteria

fococt¢m6geha. Al determinar la produccidén de pigmento,




la sobre incubacidn puede dar resultados errbnecs. Ademés,

la produccidn-de pigmento, tanto.en los escotocrombégenos

como  en ibre-iacceso

los’ - fotocrombgenos;, “requiere..de:

de aire'Y}solamént "los cultivos'j venes de 1 ‘s fotocromb-

genas pxadﬁbeh §igﬁenEQ,(l8)

é,;deibcidédﬂde desarfoiloﬁ

La velocidad de desarrollo, se determina sembrapn
do 1la’ superficie de un medio sdélido adecuado, <con un
pequefio indculo, para obtener colonias aisladas. Los
cultivos son incubados y leidos de los 5 a 7 dias después
de sembrados, después de este periodo, cada semana. Las
micobacterias de crecimiento rapido, dan colonias visi-
bles en 7 dias (0 menos) de incubacidén; 4quellas que
dan colonias en 7 dias o mis son conocidas como de creci-

miento lento (18).
d. Morfologia colonial:

Las micobacterias forman wuna . gran variedad
de tipos de colonias sobre medios sblideos, la morfologia
colonial puede cambiar con el medio, pero es marcadamente

estable en un medio determinade. Como ya se dijo, 1los



medios sbélidos son los preferidos para el primocultivo.

sistematica de los tipos de 1las colonias 'y éhﬁatiZarqn

'

la importancias del medio escbgido. Usaron lééfiﬁgxégréﬁ_
"lisa" y "rugosa" seguida por simboloé parév deé#tibif
los tipos coloniales (14), -
Sobre todos los medios, M . tuberculbéis‘forha
colonias secas, rugosas y duras, distintas a las colbniés
rugosas formadas por otras especies (1, 2, 4, 9, 45 Y.
Lorian demostrd que 1los cordones observados
en las colonias jovenes de M. tuberculosis, podian ser
mejorados agregando el agente tensoactivo triton¥ WR/1339

al medio 7H10 (1, 36).

Las colonias de M. xenopi son muy distiﬁtaé?
algﬁnas pueden estar parcial o completamente <cubiertas
por cortas estructuras parecidas @ hifas. Las colonias
con hifas aéreas son rugosas; las colonias lisas muy
rara vez presentan hifas aéreas, son hiimedas y transparen-

tes. M. bovis. forma colonias pequeiias, traslicidas,

* marca registrada.



incoloras y de forma piramidal sobre medio de huevo.
Estos ejemplos muestran la enorme variedad de aspectos
que se deben estudiar y lo {til que‘es el reconocimiento

de 1los tipo coloniales en la identificacién. Por otro

lado, el poder reconocer :los diversos tipos coloniales’

es indispensable para saber si-hay contaminacién o-mezcla

de cultivos (1, 11,

e. Procedimiento:der

Se hace un frotis del desarrrollo obtenido
y se tifie para determinar si las colonias estdn compuestas
de bacilos 4cido resistentes. Esto es importante porgque
organismos contaminantes pueden interferir con los resulta
dos de las pruebas de identificacién.

Se deben separar los cultivos de acuerdo a
su velocidad de crecimiento y formacibén de pigmentos.

Cuando hay duda acerca de la velocidad de desa-
rrollo o de su cromogenicidad, se deberad hacer un subculti

vo con un pequefio indculo para obtener colonias aisladas.

Seleccionar las pruebas de identificacidn necesa
rias de acuerdo al nivel de servicio ofrecido por el
laboratorio, nunca confiar en una sola prueba para identi-~

ficar las especies de micobacterias (10, 18, 24, 39).



Pruebas a seguir:

CULTIVO: = "' INOCULAR:

Micobacteriaé\de'créc; A ﬁédiafdé_quos o-caldo de Tween

miento rédpido.. = 1Eﬁmiﬁa;'Afilsulfatasa.,MacConkey

‘ToIé;anéié al NaCl, Nitratos.

MicobactefiaS'dé'crééi’ A medio de Dubos o Caldo de Tween

miento lento (ﬂoicro—rﬂ ~albtmina, Hidrélisiéjd;;:Twéeh.;;
mbgenas y cromdgenas). TOlerancia al NaCl.”{tiisulﬁatasak
Ureasa, una hora-a ia—lﬁz;.Catéig

L
sa, Nitratos.

Micobacterias de creci Reduccidén de telurito, Pirazinami
miento lento (pruebas dasa, Catalasa (pH=7 a 68°C), Nia
adicionales). cina.

M. bovis (sospechoso) Hidracida del &cido carboxilicb,v

Tiofen 2, Pirazinamidasa, Inocu-

lacién al conejo.
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f. Propiedades-enzimaticas:

tuberculosos se ‘ha demostrado

rot blitiéap' que:-desintegran

medio -alcalino como Acido; fermen-

tan éafb@h;drﬁch(f glicerina, “~lecitina, fosfatidos v
urea. Se caracterizan por su‘podef reductor, desintegran

los aceites de oliva y de ricino.

Los fosfdtidos facilitan la transformacidn
de los monocitos en células epiteloides y en fibroblastos

y la mitosis atipica de ciertos elementos tisulares (14).



2, 0OBJETIVOS

2.1 vOHtéher an’ medié“de‘ éuLtiyo dé15f5ci1£ préparacién

y bajo‘costoifehaelﬁcﬁalfias-¢i¢obactéria'

2.1.2 Este medio de-cultivo ‘mejorar
—elJdidgnésficq téapréﬂ6;.ﬁ# £

cion de las micobacteriosis.



3. HIPOTESIS

““.Las . micobacterias ' se . desarrollan —"en ~medios
cléasicos bien definidos. Si se hacen variar algunos de
los factores nutricionales presentes en 'estosfjmedibs;

se pueden obtener crecimientos en . periodos :ide ‘tiempo

menores, que en los medios tradicionales.



4, METODGOS

4,1. En relacién con_el medio de cultivo: '

a. Preparacidn del medio de cultivo.

siguientes especificaciones:

Foérmuls:

Extractoidé ﬁarneby
Peptona

Cloruro de sodio -
'Glicgrina

Extracto de espérragos
Agua destiizda, llevar

a volumen final de:

de acuerdo a:las

‘1—3;0 g{‘kf,,
5.0 gl

=830 g

' 60.0 ml.
160.0 ml.

800.0 ml.

Se debe ajustar el pH alias necesidades delﬂcﬁltivo.

b. Preparadién"delkek;racto‘de esparragos:

Se wutilizan esparragos industrializados -~ blancos

y naturales verZes y blancos. La composicidn 'y marca

de los esparragos se menciona a continuacidn:



Del Monte¥: Esparragos blancos, agua y sal

yodatada.

De la parte comestiblg:‘  
Nitrégeno V
Proteinas
Isoleucina
Leucina
Lisina
,iﬁétioqina;L; ,;_,,y,,,,;;;,g
Cis;ina 7 :
Contenido de S—éﬁinoécidos :vad47
Fenilalanina ’ 7 ‘ .’*0;055_

Tirosina : 0,044

* Marca. registrada.



Total de anminodcidos arométicos:

‘Tfeaniﬁa
Valiha :,'~
Arginina
Histidina
Aianina
‘Acido aspartico
" Acido glutédmico
Glicina
Prolina
Serina

Total de aminoidcidos esenciales

Total de aminodcidos _ :?;-ENM5,0§7

Para obtener el extracto a partir de esparragos
comerciales, se separan los esparragos del agua de imbibi-
cidén, se exprimen en una gasa {(para que liberen y arras-
tren el contenido de 1los mismos). El1 liquido obtenido
se filtra a través de un algoddn, este filtrado es 1lo

gue se utiliza como extracto.
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La obtencidén ‘del-extracto -a partir de espirragos

naturales es: la  siguiente: ‘Se-'seleccionan  las mejores

partes de, los ‘esparragos y se 1la uficiente agua

corriente; -se introducen en ‘una olla de presidn “a 15
libras (121 %) por 15 minutos, se sacan 'y se sigue’ un

procedimiento andlogo al anterior.

Se prepara adicionando a ‘la -

agar (3 %).

valores de pH.

E1 pH se‘ajusﬁéiqo ”alcanzaf]élgpﬂ

deseado (7.0, 7.2;'7}4);¢

ES

2., En relacibén con los microorgapnismos:

a. Cultivo de cepas puras y muestras'f(de>—pécienfES

con signos y sintomas de tuberculosis), ‘en el :medio . en

estudio.




v

b. Observaciéﬁtdg los desarrdllos,cadaf24 horas.

las técnicas’

para deterhingr.

- acido resisten

- reaccidén a-la-ti

- posibles conta
e. Pruebas e "B").
- niacina.

- catalasa.
~- arilsulfatasa.

-~ reduccidn de nitratos. =

- hidrélisis de tween.

et
B R

- reducc16n~deaté1u§it'7

f£. Cultivos



Lowestein Jensen.

- Inoculac1on del medlo'en estudlo con cultlvos desa—

rrollados en el medlo trad1cional.

- vInOCulacién dél medlo tradic1onal

desarrollados en el medlo en estudio.

4. 3. Anallsls estadlstlco de los resultad

nar 1a relac10n existente entre

(Apendlce "C")




5. MATERTITAL

5.1.',Méfefialhgg’lébordﬁbiiqi :

{TﬁBSéfde ensayo con tap6n de fb$é§; :
©Z Matraces Erlenmeyer. de 125 y1250'gi;;
- Vasos de precipitados. ' :

~ Pipetas de 1, 5 y 10 ml.

- Pipetas Pasteur.

-~ Embudos de talle corto y largﬁ.
- Probetas de S0, 100 y 500 ml.

- Jeringas desechables de 1 ml.

- Vidrios de reloj.

-~ Asas bacteriolédgicas.

~ Algodbn.

~ Gradillas de alambre.

- Marcadores.

- Guantes desechables.

- Cémara y puentes para tincidn,

- Gradillas de madera para frqtfﬁ.;j.‘
- Frascos gotero,. S
- Portaobjetos.

~ Mecheros,
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5.2, Material bioldgico.

- Cepas tlpiflcadas del Laboratorlo de Innmunolo
gia de 1la Escuela Nac1onal de Clencias Biolog1cas del L

I. P. N. (Env1adas de Mycobacterlal Culture Collectlon, ff,

1972, Trudeau Instltuteil'c.);uv "

- Expectorac1énesﬂb051t1vas y négativas, a31 co-
mo muestras de orina y 11qu1do cefalorraquldeo del Labora-
torio Central del Diggnéstico . de Tuberculosis y. Enfetmeda-
des del Aparato Resplratorlo, S. S. A. o A

~ Nédulos de enfermo de lepra del'Centré‘befmatg:i'

légico "Dr. Ladislao Pascua", S. S. A. -

“Qtrps:"ﬁ : ,Liiiéadbsg

- Medios de’cultivo (L3wenstein Jensen) del Labo

ratorio de ﬁiér@biélogia de‘lé Facultad,de,ﬁgdiéiﬁ
naria y Zootecnia de la U. N. A. M. : i

- Medios de cultivo (Lowenstein Jéﬁ#é
ratorio Central de Diagnédstico de Tuberculosistx

des del Aparato Respiratorio de la S. S. A,
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Nombre:

- Balanza énalitiCa S
- Olla de presién
- Autoclave:

- Centrifuga

- Centrifuga

- Vortex

- Incubadora

— Incubadora

— Incubadora

- Microscopio

- Microscppié,iJ_

~ Refrigerador

- Refrigerador

- Campana bacterioldgica
equipada con luz ultra
“violeta

- Bafios Maria

EQUI PO

Vﬂﬁafca3Y $6déi§£ -

1iEC International: Centrifuge; -
Model K, size 2. _

BHG Ideal; Modelo BHG 700

Arthur M. Thomas Co.; 8929-W
Precision Circulating System=-253
Kinet Pat. 5384 pend.

Precision Thelco; model 6, .temp
range to 60°C

Zeizz West Germany

Leitz Wetzlar; Mod.:

Nieto; modelo come
tas’

Westinghouse}\mbdei

Precision Scientifi_:'"
66648 o S
MAPSA, Mod. Bl=40=T%/
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7. REACTIVOCS

Nombre: CoioosoehaMareanl

- Extractqﬂde~ﬁaf§e
- Peptona 11 b
- Cloruro qé Séﬁibf
- Glice;iné‘ E
- Extracto def:_ "
esparragos

- Cristal violeﬁa

- Etanol
- Oxalato de amonio’
- Yodo ’
-~ Yoduro de potasid;r
~ Acetona

~ Safranina O

- Fucsina béasica

©

- Azul de metileno v“Lgiﬁ?) S. A. 

-~ Acido clorhidrico : v'Baker Analyzed' Reactivo
- Hidréxico de sodio 'Baker‘Anaiized' Reactivo
- dcido fénico 'Baker Analized' Reactivo
- Rojo de fenol Técnica Quimica, S. A,

* Marca Registrada.
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8. ~ DESARROLLO EXPERIMENTAL

Réa‘li»za'c':fén: d:é

Jultlvos en los que ‘se. emplea

ron suspen51one bac11ares de dlferentes mlcobacterlas.

Los nombres de las mlcobacterzas y los medlos de

CUlthO se menc1onan a: conr1nuac1on.
Suspensiones bacilares:

Mvcobacterium xenopi.

Mycobacterium marinum.

Mycobacterium phlei.

Mvcobacterium kansasii.

Mvcobacterium tuberculosis H37Rv

Mvcobacterium avium.

Mvycobacterium nonchromogenicum.

Mycobacterium microti.,

Mvcobacterium smegmatis.

Medios de cultivo:

Medio sélide y liquido de esparragos haturalés}—

verdes, a pH 7.0 y 7.2

Medio sbélido .y liquido de esparragos Annlderién

~a pH 7.0y 7.2



zar frotis de los crecimientos,

Medio de cultivo Lowenstein Jensen.

E1 ‘procedimient iguiente:

 cultivo,
_‘2);:Ihcﬁbér‘
3y

Cuando ya exisﬁeiunf : :llo_ép;éCiablé;ﬂreali

irios por las técnicas

’Alﬂ)vjfhaéé; Léépbbseg :




IT. Cultivos de muestras biolégicas de. pacientes

‘J“t'b§t¢flosis.urLas-

* Marca registrada. -




- Tefiir por las téc¢nicas de Ziehl Neelsen y

Gram.,

- Observar miccoscépicamente.

~ Tipificar, -

a partir-de;

e . S e - S
bacilos .se. . inocul i 2l mec e::Lowestein “Jensen .y

en el medididéiéébér;agpéiﬁnthfBblg@farpHé7:&;‘;"
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9. RESULTADOS

I.

positivas en:

MEDIO DE CULTIVO

Natural sdélido
Natural liquido
“"Ann O0'Brien sélido

Ann O'Brien liquido




Nimero de cepas positivas en Lowestein Jensen

y negativas en:

MEDIO DE CULTIVO

Natural sblido
‘Natural liquido
Ann O'Brien sbélido

" Ann-0'Brien liquido

a.3. Comparacién de la contaminacidn:’

Nimero de tubos contaminados :

MEDIO DE CULTIVO

Natural sélidorw

‘Natural liquido
Ann O'Brien s6lido:

Ann O'Brien 1iqﬁid6

El medio de Lowestein

contaminaciédn.
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1.LA_SIGUIENTE TABLA

MUEST

RA_El

TIEMPO DE CRECIMIENTO* EN DIAS

SOBRE DIFERERNTES

MEDIOS DE CULTIVO; AS) COMO_LA REACCION 4 LAS TINCIONES** DE ZINHL-NEELSEN Y
GRAM DE LAS MICOBACYER)AS ESTUDIADAS. ’
S 0L I DOS MEDIOS  DE. CULTIVO L1 QU L pas CLASICO
ESPARRAGO COMERCIAL  ESPARRAGD NATUKAL_ | ESPALKAGO COMERCIAL — ESPARRAGO NATURAL LOWESTEIN LGBSERVAC JONES _]
ull = 7.0 pH = 2,2 1ol = 7,0 pH = 7.2 ol =2.2.0_ _pit = 7,2 pH _« 7,0 pH = 7,2 JENSEN
o1 01 vl 01 01 01 01 ol ‘0l
M. xenopl Z (=) % (=) Z (=) Z(-) Z =) Z (-) Z () Z (=) 2 (-)
G (-) 6 (-) ¢ (=) G (=) G (~) G (-) G (-) G (-) G (-)
15
M. marioum 2 (+) No desarrolld en el
6 (+) medio en estudio.
u et 04 03 04 03 Q3 D4 03 03 03 En ¢l medio de estu-
= — Z(+) L (+) Z (+) 2 (+) Z (v) 2 (+) Z (=) Z(+) Z (+) dio sblido hubo pro-
' G (+) G (+) G (+) U o(+) ¢ (-) G (+) G {+) G (+) G (+) duccibn de pigmento?
CONTAMIN, 28 21 28 28 28 28 28 04
Loavlun z (+) 4 (+) z () Z () 2 () z (+) z () z ()
G () S (+) G (+) [ ] ()] G (+) G () G (+)
M. tuberculosiy 21 No desarrollo en el
137 Rv Z () medio en estudio.
G g
M, nenchromogenicunm RO CRECTIO 15 15 15 21 22 22 21 03
2 () Z (+) 2 (4) Z (+) Z(+) Z (+) Z (+) Z (+)
S £ G (4] ¢ (+) G (4) G (1) G (+) G_(+) G (+)
M. smegmutis ot 01 01 01 0l a1 01 01 01
Z (+) 2 (+) 4z (-) () Z (+) Z (+) 2 (+) Z (+) 2 (+)
! U (+) G (+) G (+) G o(+) G o(+) G (+) G (+) G (+) G (+)
| w. microns 15 |conTaMIn, 10 o7 NU CRECIO 10 15 15 o4
oS Z (+) 2 ( ) Z (+) Z () z (=) % (%) Z (+)
G (+) G (+) Go(+) G () G (+) G (+) G ()
M. kangasii ; 15 N0 CRECIO y 15 § 10 , vl 02 . 04 . b4 . 04 Presentan pigmento
Z (+) Z (-) Z (=) ANC D] 2 (+) Z (+) Z (+) Z (+)
naranja.
U (+) G (+) 6.(-) G_(¥) G _(+) G () G (+) 6 ()

* El tiempo de crecimiento es el ndmere que se du en la parte superlor de cado recuadro.
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b. Andlisis éstadistico de los resultados.

El anallsls estadisticosise 1llevd cabo 1nte—

grando tablas de cont1ngenc1a, parardeterminar las relac1of

laé dlversas

nes de dependencxa"o~ 1ndependencia entre
variables manejadaé'[éhf este estudlo.' ng utllizo como

estadistica -de prue a 1a varlable aleatorla J1- cuadrada
) .

( X

). Esteivanallsls de 1levo a cabo en "computadora

"Burroughs large Sysrems

»fCéﬁa estudiada por‘tiempo'deiérecimiénﬁd}vii],
%% = 269.9953
Grados de libertad = 80

Significancia (ec) = 0.000Q. v

No hay relacibén entre laf[:

a diferen

de crecimiento; ya que se observaron desarfq-lo

tes tiempos para cada cepa.

b.2 Cepa estudiada por tipo de crecimiento.
2
X* = 56.6157
Grados de libertad = 16

Significancia (o€¢) = 0.0000

Los cultivos positivos, negativos o contamina-



dos se puede

b.3:

%% ='10.94
XS = 26.96

estudiados.

b4

estados de a

b.3

o contaminad

' Gfados de libertad = 16

n presentar en cualquier cepa.
Cepa estudiada-‘por pH. '~

-t

X* = 8.1

Grados de libertad = 2 .

Significancia (e¢) = 0.017
gregacién.

Medio delcultivo por tipo'dééffggi

x2

= 5,8392
Grados de libertad = &4
Significancia (ex) .= 0.2115

El tipo de crecimiento, negativo, ‘positivo

o depende del medio de cultivo.
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b.6 Medio de cultivo por pH.
5" R G

X° = 81.00
Grados de libertad = 4 »
Significancia (o) = 0.0000

“"Independientemente del;pHrsé.presentanfﬂesartg

llos en todos los medios.

- b.7 Estado de agregaciédn po:'pﬂf}t:
2 i S

X© = 8.1
Grados de libertad = 2
Significancia (ec) = 0.0174

En los dos valores de pH estudiados hay creci-

miento, tanto en los medios s6lidos como en los ligquidos.

b.8 Tiempo de crecimiento por tipo de crecimiento.

2

X% = 81
Grados de libertad = 20
Significancia (o) =

0.06000

Los cultivos positivos o negativos, asi como
los contaminados, no estdn relacionados con el tiempo
que tardan en crecer, es decir que se pueden presentar

desarrollos a cualquier tiempo.
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II. Resultados obtenidos de los Cultivos realizados con

muestras biolbégicas.’

a. n-estudio

fMQgstras ....................;,{E'
Muestras con baciloscopia positivé;u
Muestras con baciloscopia negativa - ’
Cultivos en Poma RoSA +eseveeneosnvea 61

Cultivos en Del Monte ..........,.;Q., 22

Cultivos en Aan O'Brien ..vieusss - 86
Cultivos en espirragos verdes 97
Cultivos en esparragos blancos;j ;71
Cultivos en Lowestein Jensen .. 337

N 674

CUlLivVOS " teeeeecocncanossmas



a.2 Comparacidn del crecimiento (positivo se refiere

a que si hubo crecimiento y negativo a que no se

presentd desarrollo), 'en los diferentes medios,

NGmero total de:

NI
Positivos en Poma Rosa ....eevse 11 18.03
Positivos cen Del Monte ... ..44, 2 9.0
Positivos en Ann O'Brien ...os.. 35 40.77
Positives en esparragos verdes .. 22 22.70
Positivos en esparragos blancos . 8 11.26
Positivos en Lowestein Jensen ... 180 53.41
Negatives en Poma Rosa ......... 46 75.40
Negativos en Del Monte ......... 19 86.36
Negativos en Ann O'Brien ....... 46 53.48
Negativos en esparragos verdes .. 64 65.97
Negativos en esparragos blancos . 56 78.87
Negativos en Lowestein Jensen .. 107 31.75
Comparacidn de la contaminacidn.
Nimero de tubos contaminados en:'

e o Z

Poma Rosa ............ B 6.5
Del Monte ..veveevesos wsl[ 4.5
Ann O'Brien ..icesevas 5 5.8
Esparragos verdes .... ‘ 1 11.34
Esparragos blancos e 7 9.8
Lowestein Jensen ...cesoas 14,83




a.4 Comparacidn del. tiempo de crecimiento.

Intefvalo_qe-tiéﬁbofdﬁhdé[&parec uéifffiﬁérfére—

cimiento: .

Poma R0OSA  «cuoeivicivesiin

Del Monte .....;...;;2;;;

Ann O'Brien ...eeesons
Esparragos verdes ...Q;
Esparragos blancos k,.}i

Lowestein Jensen ...... ...
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b. Andlisis estadistico de los resultados.

" El anAlisis estadistico se llevd a ‘cabo inte-

grando tablas de contingencia, para determinar las relacig
" ; '

nes de independencia o dependencia entre variables, usan-

do como estadistica de pruebda la variable aleatoria

2

Ji-cuadrada ( X ). Se 1llevd a cabo en .computadora

"Burroughs large Systems".

b.1 Medio por tiempo de crecimiento,.

x? = 318.3439
Grados de libertad = 124
Significancia (ec) = 0.0000

En cualquiera de los medios de cultivo empl=a—

dos, se observan desarrollos a diferentes tiempos.

b.2 Medio de cultivo por tipo de crecimiehfd;”ﬁiﬁ'
x? = 50.9014
Grados de libertad = 8
Significancia (o) = 0,0000

Se encunentran contaminaciones, cultivos positi

vos ¥y negativos en todos los medios.
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b.3 Medio de cultivo estudiado por baciloscopia.

x? = 2.4171

Grados de libertad = :

'Siénifiééniai(Qi);=_0;§é$5 -

El,creéimientojpreséﬁtads en los difererntes
medios de cultivo dépeﬁde' de 1la baciloscopig éue;.haya-
presentado la muestra, es decir, que laé @uestras édn

bacilos abundantes dan mayor niimero de cultivos positivos

que las que itienen pocos o ninguno.

b.4 Tiempo de crecimiento por tipp,de Efé§i9igﬁto;:
x2 = 422.1771 s |
Grados de libertad = 62
Significancia (e¢) = 0.0000

Las contaminaciones y los cultivos positivos

o negativos se preszantan a cualquier tiempo.

b.5 Tipo de crecimiento por baciloscopia.

x2 = 65.7457

Grados de libertad = &

Significancia (oC) = 0.0000

Tanto muestras que presentan baciloscopia

positiva (bacilos abundantes o escasos), nomo muestras
negativas, dan lugar a cultivos negativos, positivos

y contaminados,
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5.6

:fcontrolado por'tip

desarrollos

 Grados de 11b=rtad

%Slgnlflcanc1a

‘Grados de llbertad

Sign;flcanc1a (o) =.070000

Tiempo de crecimiento por baciloscopia.

X% = 135.8%53

2,_ 407 5115

=124

En todos los medios escudlados erencuentran

caracteristizos a dlferentes tlempos.ng

Tiempo de crecimiento por tipo de crecimiento

controlado por baciloscopia:

Negativa Escasos Abundantes

x? - 128.68 x? = 128.0 x2 = 164.94

' G.1. = 20 G.1. = 48 ...~ G.1l. =44 . ..
o< = 0.00 o< = 0.00 o<'=}b.Q o

Muestras con baciloscopia negativa,  con esca=-

sos o abundantes bacilos, dan lugar a cultivos positi?oé,

negativos o

contaminados.
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b.9 Medio estudiado por tipo de crecimiento contrg

" lado por. baciloscepia negativa.. .

X% = 3.3035
C%a§§s de libertad =.$\
iSééBifi;an;ia~(oc)'= O.Qijg
E ;ééﬁ%féilo 65@&5i&$f '%;:QUES;fa

iloscopia negativa, asi'c a cultivés

negativos 'd81 'mEdio

+-bs10 Medio estudiado por tipo de crecimiento contrg
lado por baciloscopia (bacilos escasos 'y

abundantes).

Escasos Abundantes
x? = 31.50 %2 = 58.76
G.1. = 8 G.l. = 8
o< = 0.0001 o = 0.0000
Cuando la muestra presenta bétiibg 7 ésqs

o abundantes, los cultivos positivos, negativos

nados se presentan en cualquier medio,
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b.11

Medio estudiado por tiempo de crecimiento

controlado por bac1loscopia negatlva.

'_;i;f= 54.22

' Grados de libertad = 40

f181gn1f1canc1a (<) = 0.0661

‘1 Cuando la bac1loscopla es negativa el tlempo

de desarrollo depende del medio de cultivo,

bi12

fMeqio' estudiado  por tiempo de crecimiento

~controlado por baciloscopia (bacilos escasos

"y abundantes).

‘Escasos : Abundantes

x2 = 123,12 x2 = 214.38
G.i. = 96 G.1. = 88

0.0000

R

o = 0.0325 -

_Cuando la muestra presenta bacilos escasos’

o abundantes se obtienen-‘cultivos a diferentes. itlempos 

y en cualquier medio.
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Los resultados del tipo de crecimiento, tincio-
nes y .tipificacidn, tuvieron las mismas .caracteristicas
tanto. en las -suspensiones bacilares, como en las muestras

biolégicas cultivadas.

" El crecimiento obt

es el - caracteristico reportad

liquido'“es una nata en la ‘Superfici

dificil-de romper.

Los frotis de 1los cultivés (medio en estudio),
fueron variables a las reacciones de Ziehl Neelsen vy
Gram; pudiéndose clasificar, a la mayoria, como negativas.
Las formas bacilares observadas iban desde cocos hasta
bacilos alargados, mal tefiidos; algunos (nicamente se

tiferon en su contorno.

La tipificacibén se llevé a cabo en el medio
de Lowestein Jensen, porque el medio estudiado presenta
la desventaja de que en &1 no se pueden realizar pruebas
de tipificacidn, a excepcién de la catalasa, que fue

muy variable.

En la tipificacién de las muestras bioldgicas,

se encontro que Mycobacterium tuberculosis, era el causan-

<

fe de la enfermedad.



Las suspensiones bacilares se identificaron

de nédulo leproso fueron

cambio alguno.: @il




10. CONCLUSIONES

Tomando en cuenta (e las micobacterias estudia=-

das poseen caracteristicas similares entre .si:
cada una presenta un metabolismo especifico;

lo siguiente:

1. Las micobacterias desarrollaron  a

valores de pH, mwmedios de cultivo.

de agregacidn; en tiempo variable.

2. Se observd que las tinciones de Ziehl Neelsen
y Gram variaron, cuandoc se esperaba que siempre

hubieran sido positivas.

3. La morfologia microscdpica también fue variable,
pudiéndose encontrar desde formas cocoides
hasta bacilares, siendo que no habia contamina-

cién.

4. E1 Lowestein Jensen, que es el medio especifico
en este caso, presenta también diferencias

en lvs dos aspectos anteriores.,



5.

dosy *

do,

En cuanto a desarrollos se observd que el

Lowestein Jensen es el que da mejores resulta-

" Se pfefirié el empleo de medio de cultivo liqui-

.presentar la ventaja de no 1llegar  a

“la’: desecacidn’ tan rapidamente como el sélido,

ademids de que el desarrollo es mas abundante.

En él medio ‘estudiadb de observd una ventaja
muy importante con respecto al medio de
Lsyestein Jensen, y es que el crecimiento es
tan rapido de las "micobacterias”, que ocurre
en un lapso de 1 a 3 dias, mientras que en

el medio tradicional es hasta de 60 dias.

No se puede asegurar categbricamente que se
trate de '"micobacterias" (emn el caso de los
cultivos de muestras biolbdgicas), porque aun
no se ha demostrado con pruebas de tipificaciédn,
aunque su morfologia de crecimiento en el medio
liquido corresponde a la reportada en la biblio-

grafia.



%

9.

10.

11.

12.

La morfologia del crecimiento en el medio liqui-
do es una nata en la superficie, gruesa y-corru-
gada que varia ligeramente en su color, de
una muestra a otra, pudiéndose encontrar qafé

claro, blanca, amarilla o anaranjada.

Una de 1las principales desventajas fd¢i eéfe
medio de cultivo es que no se pueden hacer
pruebas de tipificacidén en &1, por 1lo  que no
se puede demostrar que se trate de "mycobacte-
rias", aunque se sospecha, ya que una misma
muestra sembrada en el medio en estudio y en
Lowestein Jensen da crecimiento positivo a

Mycobacterium tuberculosis en este ultimo.

Tampoﬁo se pudo demostrar que se tratara de
"micobacterias” por la tincidn-de Ziehl.Neelsen, .
ya que 1los frotis tefiidos pbr’vQSté técnica,
la daban negativa; lo que llevaw é pénsar ﬁuek
las "micobacterias" cultivadas en el medid

en estudio pierden su &cido resistencia.

. , ¢ . .
Una explicacién del porque pierden su Aacido
resistencia, pudiera ser el que las '"micobacte-

rias" al crecer tan rapidamente en este medio,



no tienen tiempo 'para ‘sintetizar todos sus

'pgimenﬁe, los

iera ser, que al cultivarse

,médifique‘ importantemente

14.’ Ei”'ﬁshsiderar este cambio en su composicidn
éuimica, seé basa en que no dan pruebas de tipi-
ficacion y ademds el desarrollo en el medio
estudiado no puede ser trasferido al medio

de Lowestein Jensen o viceversa.

15, Todas las tinciones de los frotis de las mues-
tras cultivadas fueron irregulares, pero se
pueden clasificar como Ziehl Neelsen y Gram

negativos.

16, Las micobacterias desarrollan en todos los
medios de cultivo utilizados, presentando culti-
vos .positivos, negativos o contaminados, indepen

dientemente de la baciloscoplia que haya presenta



17.

18.

19.

20.

‘Cuando~ léﬁ bac1loscopia
:y el tlempo de crec1m1ento.f
 de> cultivo, debldo a que

muy sen51b1e para dar cultlvos p051t1vos cuando_

do la muestra y el tiempo de crecimiento.

en la muestra hay pocos o nlngun bac1lo observa-

ble.

Cuando en 1la muestra se .encuentran bacilos
escasos o abundantes, las micobacterias crecen
a diferente tiempo y tipo de crecimiento en

cualquiera de los medios.

En el medio de cultivo estudiado, el

Mycobacterium leprae no pudo ser aislado, esto

concuerda con lo reportado hasta el momento,
ya que es un microorganismo demasiado exigente

que no crece "in vitro"

La tuberculosis es una enfermedad endémica
en América Latina,por esto es importante encon-
trar un medio ideal de cultivo que satisfaga
las necesidades de un pais en vias de desarrollo

como. México.
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21.

22.

El medio“de cqlt;vorque—hasta'ahora se ha encon=-

. trado“que satisface en su.mayoria estas necesida

edio de Lowestein Jensen.

~BEl. medio ~aqui estudiado, preparado a base de
extraétok de esparragos, con las variaciones

“de’ estado de agregacidén, pH, diferentes marcas

.comerciales y naturales (verdes y blancos),

presenta algunas desventajas con respecto al

medio tradicional, pero tiene algunas ventajas

sobre é1, como son:
- Las "micobacterias”™ (de cultivos realizados
con muestras bioldbdgicas), pueden desarrollar

en un tiempo mucho mAs corto.

- Es mas fhcil de preparar que el medio tradicio

nal.

'~ Al realizar el andlisis de ¢osto, se observa

que es mias econbmico.



:vDél estﬁ&ioJfégiizédbftha§§ﬁe~méd;‘ é7§ﬁiti§o;
(préparédo a base de extracto de»esﬁgf;égéé)::s;fgngonéfé
que tiene desventajas comparénd&lo con elthedio tfédiéioé
nal de Lowestein Jensen, pero que en algunos aspectos
lo supera. Hasta la fecha los nuevos medios ensayados'
no lo han superado totalmente, por lo tanto, se deben
hacer pruebas con el fin de estandarizarloes, particularmen
te el medio aqui trabajado.

Hasta el momento todas las pruebas han sido
disefladas para los mediocs clidsicos, en donde se presentan
caracteristicas bien definidas, por esto se deben planear
o redisefiar nuevos métodos para establecer en el nuevo

medio, las siguientes caracteristicas:

-~ Propiedades tintoreales.

- Propiedades fisiolbgicas.
a. Pruebas de tipificaciédn.
b. Pruebas de sensibilidad,

- Inoculacién en animales.



APENDICE "4a"™

Procedimientos de laboratorio utilizados. ..

1. GColeccién yfmahej6 de mdegtréé'tiihiéas.f~,
‘1.1. :Esputo.

Se debe instruir al paciente sobre la necesidad
de que la muestra provenga de los bronquios o de lo méas
profundo del pulmdn. El esputo obtenido, al despertar
el paciente, da bastante seguridad de que corresponda
al sitio de la lesidn. La saliva o secresiones nasales
no son satisfactorias para el estudio (6, 18).

El paciente puede enjuagarse la boca con agua,
pero no debe wutilizar desinfectantes, ni realizar enjua-
gues repetidos.

El recipiente de recoleccidén debe ser estéril,
de plastico o vidrio y que cierre perfectamente..

Volimenes de 5.0 a 10.0 ml son adecuados, aunque
muestras menores también deben procesarse.

Si la muestra no pudo ser trabajada Jebe refri-
gerarse, y si estid siendo enviada no debe exceder de

5 dias y debe mantenerse en refrigeracién.



1.2. Esputo inducido.

"Debido . a que .existen pacientes que no saben

expectorar, se -dinduce .-la: expectoracién mediante . el . ‘uso:

de aerosoles calientes, que contienen soluciones acuosas-

de NaCl al 10 7.

Hay ocasiones en que el pacienternolibgfa,é*pec-
torar, o que manifiesta no tener,ekpectoracién;  En‘és;os
casos siempre existe la posibilidad de obtenefvuné ﬁuést;a
por medio de la obtencidn postural de1_~espu£o {6, 18,

44y,

1.3. Oriﬁa.

Se colecta la porcidn intermedia de la primera
orina de la mafiana. Las muestras de mas de 24 horas
se deben desechar.

La orina también se puede colectar por catéteres
en los ureteres, hay que recordar que la orina es un
excelente medio de cultivo para microorganismos y aunque
la muestra se tome asépticamente, es fdcil dz contaminar,

Cuando no haybposibilidades de que 1la mﬁestra
sea procesada inmediatamente, es necesario mantenerla

en refrigeracidén (1, 16, 20).



2. Procedimientos de laboratorio para microscopia.

2.1.,{Pr9paféai6

Para .realizar un’ frotis'directo, se toma de
las partes mas gruesas del material purulento; debidoa
que en estas zonas es mas comin encontrar micobacterias.

El material se esparce a travéévdé;iportaobje—

tos, tratando de dejar una capa delgada (f;égis,¢§lgado).

Los portacbjeﬁos utilizados déﬁéﬁ~7$ef  nuevos
ya que los wusados anteriormente pUEdénkvf;ma ei
Adcido alcohol resistentes (BAAR).

Para . realizar un frotis pér ,céh?gﬁﬁrgéi6ﬁ;;
el sedimiento de 1la muestra homogenizada, se boloéa'bbr”
medio de una pipeta Pasteur en el centro del portaobjetos
extendiéndose y dejando una capa delgada del material.

Para fijar el frotis se calienta sobre la flama
de un mechero, pasindolo rapidamente tres veces sobre
el cono mds caliente de la flama; un procedimiento alter-

nativo puede ser el calentar los frotis sobre una platina

caliente por dos horas a 65 & 70°C (1, 12, 18).
2.2, Procedimientos de tincién.

Tincién de Ziehl Neelsen (1, 9, 11, °18)."



Reactivos:

~ Fucsina:hasic

10 ml

binese conila

Alcohol 4&cido. Se aﬁaden'ilé@tame te

de éciéq
90 - 95 %.
_Colorante de contraste.  Se disuelven -

de azul de metileno en 100 ml de agua destilad=a.
Método:

a) Colocar 1la laminilla (previamente £fijada)
en un soporte de varilla sobre un vertedero.

8) 'cubrir la laminilla con solucidn de fucsina
basica. 7 v

c¢) <calentar paséindole por el reversoc una flama
hasta 1la emisién de vapores, de tres a
cinco minutos, evitando 1la ebullicidén o
la desecacidn, para lo cual debe reponerse
la fucsina que se va evaporando.

d) Lavar con agua de la llave.
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e) Decolorar con-alcohol-4cido.

metileno, ‘durante

‘hjlﬂL Vafﬁdoh‘aéﬁékde;I'

i) . Dejar secar por escurrimiento. -
- Resultado:

Los bacilos &4cido resistentes, "muestran .color.

rojo, en un medio contrastante azul.

Tincién de Gram, modificacidén <de Hucker -

9, 11, 18).

Reactivos:

- Cristal violeta. Se disuelven dos “'gramos
en 80 ml de solucidn de oxalato de amonio al 1 %Z; 20
ml de alcohol al 95 % y 80 ml de agua destilada. '

- Solucidén yodo/lugol. Se disuelve 1 gramo
de yodo (cristales) y 2 gramos de yoduro de potasio en
100 ml de agua destilada,

- Solucién decolorante. Solucién 1:1 de alco-

hol - acetona.



-  Colorante de contraste. Disolver 2.5 g

de safranina 0 gnuloo‘ml de etanol al 95 Z.
" Método:

ajg‘Tiﬁasexla llaminilla (éreviaﬁencenfijada)
>->'con cristal violeﬁé dufante 10 seguhdoé
y tirar el exceso de colbfénté, o
b) Cubrir la laminilla con ‘lugol }dﬁféﬁtﬁ:iloai

segundos.

¢) Lévese con agua de la llave.

d) Decolorar con la solucidn de alcohsi; ;i
acetona por 10 a 20 segundos. ‘

e) Aplicar durante 10 segundos la safranina.

£) LAvese -con rapidez (con agua) vy sedueég

por escurrimiento.
Resultados:

Los organismos Gram positivos aparecen de color

azul, los Gram negativos de color rojo.
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2.3, Baciloscopias.

‘ 2'rgporte”defresultédoé._

La'lédﬁufafdéi.fEOtis;y el reporte de resultados

lo hace el personal ~de .laboratorio encargado de esta

actividad, de.-acuerdo con las siguientes indicaciones:
2.3.1. Lectura del frotis.

Para . la - observacién. microscbpica - se:

una mesa para el microscopio 'y el material’

sobre la preparacidn- .y ‘observar.

de inmersidn.

en el frotis para considerlo positivo.
- El 1laboratorio solicita nueva
expectoracién, cuando se encuentran uno . o-.

en todo el frotis.




2.3.2. Reporte de resultados.

Para la preparac1on del 1nforme de los resulta-

dos se recomlenda la SLgulente escala ‘semicuantitativat

(— By (NSEBAAR).

‘Noiise encontraron bacilos ‘4dcido alcohol resxsten

tes, en 100 1 1m19roscop1cos observados,,

;i,Mﬁ§; é§¢asos; menosbrdeb un BKAR{7porv'camp6 én

100 camp@§ st¢j§éd§s.i"f

- -Positivos: (

“Escaso mpoen 50 campos .

observados.. .
- Positivo: ( 4 + + ).

. Numerosos, se encuentran mas .de 10 BAAR  por

campo, en 20 campos observados (18).



3. Procedimiento del laboratorio para - el aislamiento.

Méﬁbdoﬁ

- Rojo de femol: -

Procedimiento:

2)

b)

c)

.

e)

Anadir el esputo en un tubo—ide~fdeﬁtfifuga

‘con - un volumen igual (aproximéﬂéménteli,o

- ml) de NaOH al 4 %.

Mezclar en "vortex" hasta la homdgénizacién
de la muestra.

Incubar a 37°C por 15 & 20 minutos.
Centrifugar a 3000 rpm por 15 minutos.
Decantar el sobrenadante en un frasco con

desinfectante.
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£) Neutralizar el sedimggyo con HC1 2.0 N,

sédimentofuna gota del indicador

afiadir .al:

A,J°]Eiitoj6 dé'f§n61 pﬁéde estar incorporédo;
al fcido o al hidréxide de sodio. E1
proteso de neutralizacién debe éer muy
cuidadoso de manera que el pH del produc—A
to a sembrar no sea menor que 5.5 ni

mayor de 7.2.

- WEn,este procedimiento, la—ﬁeg;fifugaéiénw'
éé; la etapa més dificiliryr peligfoéa
'(pof“ la .formacidn de aeroéoles),‘ por
1o tanto se deben tener 1las debidas

precauciones.



4, Siembra de la muestra:

por cada muestra varia de un laboratorio a~

es aconsejable utilizar dos tubos por muestra.
El procedimiento para la siembra es el siguiente:

- Colocar sobre la mesa de trabajo dos gradi-
llas, una que contenga los tubos con las muestras ya
neutralizadas. El nAmero <correlative del 1laboratorio
debe ser bien visible en cada tubo.

En la segunda gradilla estardn 1los medios ‘de
cultivo necesarios. Si se siembran dos tubos por muestra,
ambos deben tener el mismo nidimero de ia muestra que en
ellos se va a sembrar.

Es muy importante que el primer orificio de
la izquierda de cada gfadilla este vacio, con el objeto
de que durante la siembra se coloque en é1 el tubo ya

utilizado, de esta manera el orificio vacio se va despla-




[ %
zando hacia la derecha actuando como.punto de separacién

entre. los-tubos y'a;gr,qqesad‘o 'y los.por procesar

neutralizado, - toma una

pipeta 'Pasfédrf‘éstérilf{éprOXimadamente 150 '@17;d¢jéndolé'-
escurrir ‘sobre . la superficie del medio sin tocarlo.

No es aceptable la siembra directa vaciando de un. tubo

a otro, porque aumenta considerablemente la contaminacibdn.

- La pipeta Pasteur debe ser flameada después
de sacarse del paquete; la boca de los tubos debe flamear-
se inmediatamente después de abiertos y antes de cerrar-
los. Los tubos con el medio de cultivo, mientras estén

abiertos, deben mantenerse en posicidn oblicua.

Una vez sembrados los tubos se colocan sobre
una bandeja con fondo inclinado de manera que el liquido
sembrado cubra toda la superficie del medio. Se 1lleva
a la incubadora o estufa de cultivo con el tapdn suficien-
temente flojo para que pueda producirse la evaporacibn

de la parte liquida de lLa siembra.

- Después “de 48 horas se revisan los tubos

y si se ha evaporado todo el 1liquido, se ajusta biéh

la tapa de rosca o se coloca tapém de caucho a los que.-f-



estaban con algodbn, Es :de mucha 1mportanc1a que la evapo-

racidn del llqu1d0~sea completarantes de7ajustar el tapon,

pues ello 71 prgangﬁmos

sobre lavéﬁbéfﬂidié?de ubos quedan ‘con’

liquido, eéste’ éfréétféfé T

moverlos

de wuna
este objeto usar cajas
dispone de

Gtil la posicibén vertical 'd

ocupar menos espacio.:

La incubacidn de los tubos sembrados debe hacer—.

se a una temperatura que como maximo T varie e
0 ; PR S
37°C, para ello es necesario controlar - peribdicamente

la camara o estufa (18).



APENDICE " 5B"

Pruebas bicgquimicas utilizadas -en.-la identificacidn de

i las micobacterias..

l, Niacina.

Materia;

hasta disolverlo).

Procedimiento:.

En un tubo de cultivo con desarrollo 'minimo

de 4 semanas, se afiade 1.0 ml de solucién salina o agua



destilada -estériles,  después "de la- extraccibén-se. deja

reposar porﬂiSdmiﬁutﬁs' Tomar 0.5 m1 de fluido 'y Lraéfg-

rirlo & otro-tubo;
cibén no. debe. ser

ml de bromuro desci . produciéndose un'cbloy‘

1lo, que generélméﬁ;é;;pé?eée de inmediato. (8, 12

38).

2. Catalééa;”;,"a"

- Materisgli

Se ‘requieren pipetas

Reactivos:

Solucidén al 30 ‘7 de perbxido de hidrégeno almacenada
en refrigeracidén; solucidén al 10 % de Tween 80% esteriliza
da en autoclave por 10 minutos. El sustrato se prepara
mezclando volimenes iguales de Tween 80% y perdxido de

hidrbgeno. Se utiliza también solucién amortiguadora

¥ Marca registrada.
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de fosfatos 1/15 M a pH de 7.0.

Procedimiento::

prueba ‘a temperatura .ambiente, se afiaden

'Qlélﬂmédiblde culﬁi}k

3. Arilsulfatasa.

_ Material§-¢

Tubgélde is!fﬁi;6Q;mmﬁ§o§4ﬁap6nﬁde roséaﬁ'

Reactivos: '

Para 1a ’élabéra;iSn de ksﬁétrato se -incorpoéa
1 ml de glicerol y 65 mg de la sal disulfato trisddico
de fenoftaleina, esterilizada por filtracibén, en 100
ml de base de agar oleico de Dubos fundido, esterilizado
en autoclave. Colocar 2 ml de sustrato en tubos con
tapdén de rosca. Se requiere también de solucidn de carbo-

nato de sodio 1 M.
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Procedimiento:

‘ y por dos semanas para las mlcobacte'

rias ‘de" crec1m1ento lento, anadir 130 ml de soluc1on‘

de carbonato »de»‘sodlo y observar *“na; colorac10n

de 1la - fenoftalelna ~11bre.

Sef_fepor;a_ en:

a § de acuerdo a estandares7

base. de fenoftalelna ‘al 0.1

Material:

Los cultlvos para realizar esta prueba deben -

ser de,np~mas de 3 ‘a" 4 ‘semana para los de desarrollo

lentb yWZLgTA semanaé béfa 155 de desar{blisiggﬁiagt_
Tubos con tapén de rosca de ”16'lﬁofj¥12$'fmmf'y;~

bafio & temperatura constante.

Reactivos:

Acido Elofhidriééj ébhééatra&b;wdiihiddriif?ir
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solucién al 2 7% de NaNOq Q;Ol M en amortiguador de fosfa-

tos 0.022 :M: ¢~ Las" soluciones

en un tubo -con tapén de rosca, afiadiendo una ‘asada ‘del’-

desarroil 2.0 mi de NaNO,. Agitar la mezc1; é incupéi;

en un>bdﬁ a+37°C por dos horas. Se aﬁaden,,l;gq;é;jef

HC1, 2 goﬁ s de N-naftilendiamida y 2 gotas de sulféqiiéﬁg>m'

da. Examihéft”inmédiatamente el desafrollo' de ™

rojo a ?Q?é;li”
zinc y éé:
5.'Hiar§iisi

Haterial

Tubos de 16vpof 125kmm,cohitap6n dé>fbs;a.

* Marca registrada,

- 89 -



Reactivos:

;ParéﬂélzsuStrato.se,combinan 100 mlfde amortigua

dor de fosfatos, O S ml ‘de Tween 80% y 2.0 ml de soluciom-

acuosa al % de rOJo neutro. Colocar 2. 0 ml de sustratq

en los tuboshy esterlllzar en autoclave durante 10 mlnu—,

tos, despugs,,de gtep;liza;,,,elv 11qu;do:ft1ene kunjrcqlor

ambar, por:no:

S“SPe“def en el tubo c6h '§ﬁéErat6- T
del desarrollo bacteriano e incubar a 37 C El desa‘rollo

de un color rosa indica un resultado p051t1vo,

.

se leen a las 24 horas, 5 y 10 dias; es lmportante no
agitar los tubos cuando se realizan 'laSr lecturas 6,

8, 12, 18).
6. Reduccidn del telurito:
Material: -

Tubos de 20 por 50 mm con tapén de rosca.

# Marca registrada.



Los cultivos ‘de  aproximadamente 7 dias, se

emu151onan en 5 O ml de medlo de Middlebrook 7H9 contenldo

desarrollo debe ser turblo.

colocar - 2 ‘autoclave

gdtas de soluc1on de telurlto 1os~

tubos quevcbﬁ lrmedlo de Mlddlebrook 7H9 evlncubarf
a 37° por u
cada dia. Un‘§£é¢ip1

(6, 18).




II.

A PEN

Tablaé5émpieadé

Tabias

muestras b

DICE"C"/

en el Anadlisis ‘—Es_t:kadi:s’tico I k
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TABLA # 1. CEPA ESTUDIADA POR TIEMPO DE CRECIMIENTO.

CEPA - TIEMPO DE CRECIMIENTO ( DIAS )
ESTUDIADA o 1 2 3 4 7 10 15 21 22 28 # B 4
M, xenopi 0 9 0 0 O O 0 0 0 0 0
M. marinum 8 00 0 0.0 0 1 .0 S0 .0
M. phlet 000 630 0
M., avium 2 o‘,Q’;o '
M. tuberculosis 8 0 OE‘
M. nonchromogenicum 2 O éi
M. smegmatis 0 9 .
M. microti 2 0 
M. kansasii 1 0
F 2318 T3 8 3 2 6 8T 100

T 2822 1 911 .1 4 10 4 2.5 7

X~ = 269.99534
Grados de libertad = 80

Significancia (o) 0.0000



TABLA # 2. CEPA ESTUDIADA POR TIPO DE CRECIMIENTO.

CEPA S TIF ECIMIENTO |
ESTUDIADA ~ CONTAMINAI i0°CRECIO" CRECIO .  # %

M. xenopi

M. marinum

=

« phlei
M. avium

M. tuberculosis

M. nonchromogenicum o 2 i,,’~ 7. e 9 11.1
M. smegmatis 0 o 0 9 g 11.1
M. microti o ..o 9 9 11,1
M. kansasii . 1 8 9 11.1
, : RS | 58 81 100
% 2.5 25.9 71.6
X% = 56.61

Grados de libertad = 16

Significancia (e<) = 0.0000
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TABLA # 3. CEPA ESTUDIADA POR pH.

E CRECIMIENTO A pH

CEPA

ESTUDIADA 7.2 - NEUTRO* ok
M. xenopi 300
M. marinum 100
M. phlei 300
- M. avium ;275
M. tuberculosis 00~
M. nonchromogenicum ?250
M. smegmatis --300
M. microti 150 ; . 250
‘M. kansasii ) 100 75   '}Hibb Tf':' 275
£ 625 625 . 900 - 2150

- ElL pH denominado neutro, corresponde

al del medio de Lowestein Jensen.

2 _
X o = 10.94
2 )
Xt 26.92

Grados de libertad = 16
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TABLA # 4. CRECIMIENTO DE LAS CEPAS POR ESTADO DE

AGREGACION DEL MEDIQ DE CULTIVO

CEPA ESTUDIADAV PORCENTAJE - DE CRECIMIENTO"'

RS SOLIDO ﬂpiQﬁiﬁ6  o
M. xenopi ;-7 v.;>““ib0” f:‘> 200
M. . marinum ST 2000 'IFTO}; B 20
M. phlei 100 100 200
M. avium 80 100 180
M. tuberculosis . 20 . 4] : 20
M. nonchromogenicum 60 100 160
M. smegmatis 100 lOd 200
M. microti 80 : 75 155
M. kansasii . 8o 100 : 180

¥ es0 - 675
: 49 s
x? = 8.1

Grados de libertad = 8

Significancia (o) = 0.0174
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TABLA # 5.

MEDIO DE ..

~ CULTIVO - CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO . #

MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR

TIPO DE CRECIMIENTO

- TIPO DE CRECIMIENTO

ESPARRAGOS
NATURALES
VERDES

ESPARRAGOS
COMERCIALES

Ann O'Brien

LOWESTEIN

JENSEN.

13

21

22

36

VR

36
4bih %

“‘  !‘11'l z

21

7 2.5 25.9

XZ

Grados de libertad

Significancia (o)
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#

71

5.8392
4
0.2115

58

.6

- 81
© 100



TABLA # 6, MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR pH

MEDIO DE
CULTIVO

ESPARRAGOS
NATURALES
VERDES

ESPARRAGOS
COMERCIALES

Ann O'Brien

LOWESTEIN
JENSEN

18 18 -0 . 36 44.4

.29

# 3 3% 9 81 100

VAYA 4.4 11.1 100

* E1 pH denominado neutro, corresponde al

del medio de Lowestein Jensen.

Xz = 81.00

Grados de libertad = 4

Significancia (e¢) = 0.0000
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TABLA # 7. ESTADO DE AGREGCACION DEL MEDIO DE

CULTIVO POR pH

ESTADO DE o : -7 :
AGREGACION 7.0 - NEUTRO* - # %
SOLIDO Cog
LIQUIDO 18 = 18 9 45 5506
# 36 36

%4404 44 .4

# E1 pH denominado néutro, §6rresande*a1,

del medio de Lowestein Jensen.

x? = 8.1
Grados de libertad = 2
Significancia (eC) = 0,0174
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TABLA # 8. TIEMPO DE CRECIMIENTO EN DIAS POR

-TIPO DE DESARROLLO

TIEMPO DE
CRECIMIENTO TIPO DE DESARROLLO

(DIAS) CONTAMINADO = NO CRECIO  CRECIO

o

[N}
N
-

11.1

(%)
oo oo o

1.2
10
S A

o oo o ooro o el e

15 B Ty

21 3.7

2.5

1
7
9
1
-3,: 3.7
8
3
22 2
6

PN W 0w R o N

o o ool o,

28 7.4

# 2 21 s8-8l
Z 2.5 25.9 71.6 100

x2

= 81.00
Grados de libertad = 20
Significancia (eC) = 0.0000
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TALLA # I. H2EJIQ ESTUDIADO EQR 1120P0 DS CR-CINIENIO L DIAY

TIERPO DE CREZINIENTO (DIAS)

“EDIO DE
SYLILYO oy 2 3] 4 5] 7jwjrfnR e as b 1718 g9 o] o1 22| 23] 26| 27] 28] 70| 32| 33] 38| 41| 42f 43| 60| 68
. 217
LOWLILELR
JENGEN 970 o] of of of of of 2} 1j o 6113 1 4429 qap gt gl 5| 5 4 1f 1| 3| i} 3| 2| 1f 1| 2| 3| 2
0.2
SSPARIALOS 75
sunerciates L ax] 1) oj2zf 8l of 1) of o 21 0 03 0L Op Op o} gt 5iolof of of of of o] of of of o o] of o
Aun O'irien
17.4
SaPA RAHOS 22
wannetnes | ool o 1] of of 1] ol of o] of o] o] ol o] o
1 Honte olololo]olol o o of of of of of of of of o
5¢1 W
E3EA 61
SONSHTIALEY [¢] 0 5] [+ 0 0 o} 0 0 0 0 0] 0 0 0 ¢ fe)
sal ol o] 8l ol 1| ol o] o] o] of o] of of o
Fowt Roan
14.1 %
SOPLRAABDS 57
HATY (ALLS sl of ol 4] 14| of of of 1| 1| of of of o] o
ol ol of o] ol ol ol o] o] of of of o] o} ofo} o
13,2 %

Ko, 245 1 1 34 22 2 1 2 2 3 6 13 1 4 29 13 3 L 5 5 4 1 10 3 1 3 B 1 N - ; 2 350

£ 56,7 0.2 0.2 7.9 5.1 0.5 0.2 0.5 0.5 0.7 1.4 5,0 0.2 7.9 6.7 3.0 0.7 1.6 1.2 1.2 0.9 0,2 2.3 0.7 0.2 0.7 0,5 9.2 0.2 0.5 0.7 0.5 | 10
2

X° = 318.343Y
Grados de tibertad = 124

Signaticanctns (o) = 0.0004 Pay. 101



TABLA # 2. - MEDIQ DE CULTIVO ESTUDYIADO POR

TIPQ DE CRECIMIENTO

MEDIO DE ’ TIPO DE CRECIMIENTO

CULTIVO CONTAMINADO  NO CRECIO  CRECIG -
LOWESTEIN # 27 11

JENSEN z 12.4,
ESPARRAGOS
COMERCIALES #
Ann O'Brien Z
ESPARRAGOS e « 2
COMERCIALES # L e 2 22
Del Monte Z - 4.5 . 86.4 9,1 5.1
ESPARRAGOS _ _ S
COMERCIALES # 8 o621l 61
Poma Rosa y4 13.1 . 68.9 ... .18.0 14.1
ESPARRAGOS # 5 32. 20 57
NATURALES z 8.5 56.1 . .35.1 13.1
.o . o *»
# 45 201 186 432
z 10.4 46.5 43,1 100
x2 = 50.90147
Grados de libertad = 8

Significancia (&C) = 0.0000
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TABLA #3. MEDIO DE CULTIVO ESTUDIADO POR BACILOSCOPIA

, BACILOSCOPIA e
MEDIO DE S ESCASOS ~ ABUNDANTES .-~
CULTIVO = NEGATIVO  BACILOS  BACILOS:

LOWESTEIN # 69 65 .. .83 .
JENSEN 2 31.8 30 . 38,20 5002

ESPARRAGOS : R e
COMERCIALES  # 22 2t o 32 75
Ann O'Brien Z 29.3_V2 { 28,g!;-;~~, 42,7 e 1744

ESPARRAGOS T R
COMERCIALES  # 5 6
Del Monte z 22,7 0 27.30

ESPARRAGOS L
COMERCIALES # 21"” '19 -
Poma Rosa 4 34'43‘"7773L.I_‘3”'

ESPARRAGOS  # 19 1 a6l
NATURALES .2 33.3..28.9. 36.8 - 13.2

#0136 128 168 i 432
z 31.5 29.6 39.8 100.

”
r
#

2,41711
Grados de libertad = 8
Significancia (e&) = 0.9655
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TABLA # 4., TIEMPO DE CRECIMIENTO EN DIAS POR TIPQO DE CRECIMIENTO

TTPO ey , TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS)
CRECIMTENTO 26 27 28
CONTAMINADO ¢ 0 0 0
NO CRECIO ¢ o 0o o
CREC0 i 4 1 10
. 6 13 1 4 29 13 5.5 4 1 10

.7 1.61.2 1.2 0.9 0.2 2

2 56.7 0.2 0.2 7.9 5.1 0.5 0.2 0.5 0.5 0.7 1.4 3.0 0,2 0.9 6.7 3.0

%01



CONTINUACION DE LA TABLA # 4,

CUTIPO TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS)
S DPEL : : ' e
 CRECIMIENTO . =

~ CONTAMINADO =

~ NO CRECIO

CRECIO

‘- Grados ‘de libertad = 62 .
..l,'.‘,:Sigpificé’ﬁé‘ia"5(oc) = 0'.‘000‘;

s0T



TABLA # 5. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR BACILOSCOPTA

TIEMPO DE g BACILOSCOPTA ,
CRECIMIENTO (DIAS). ~NEGATIVA ESCASOS ABUNDANTES = =

s

(O B T I S o =

11
12
14
15
16
17
18
19
20
22
23
26
27
28
30
32
33 .

W

B Wi = S Uy RSN LR SR S eV Y R o T ST
L P I N - i RS S S
[

O OO0 R OO NOORINIMLOO®ODO OO R W.® O O
O O\l—-&—lbo w e~
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CONTINUACION DE LA TABLA # 5.

TIEMPO DE . BACILOSCOPIA ~
CRECIMIENTO (DIAS)  NEGATIVA  ESCASOS ABUNDANTES = -

38
41 .
42
43
60 -
;678,]::

Grados de’ libertad
Significancia (©€)
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TABLA # 6. TIPO DE CRECIMIENTO EN EL MEDIO POR
MEDIO DE CULTIVO ‘

TIPO DE . " BACILOSCOPIA " e
CRECIMIENTO NEGATIVA . ESCASOS Y ABUNDANTES =~
CONTAMINADO  ;

)b
NO CRECIO 99 ' s1 01
S : 46.5
CRECIO 186
43.1
.'168 432
.38.9 Vriﬁlpﬁrrrr
. x? - 65.74578
Grados de libertad = 4 ‘

Significancia (o) = 0.,0000
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syrg  COMIHOLADO POX {IPO DE CRECIMIZNTO (CRECIO)
CRECINIE, 7O (DLASY

TARLA ¢ 7. LEDIO BSTUDIADO POR TIo4PO DE CRECIL
TIIZiPQ DE

ot
n
o

o 1 2 3 4 S 7 1 11 12 14 15 16 1718 19 20 21 22 2 27 28 30 32 33 38 41 42 43 60 68

COUENCINLES
Ann Q'SBrien

LIPAURAGOS
wiliun JIRLES
pel Lonte

SIPANIRNGOS
COMuL ST ALES

'oma Rosa

LSPARLGSCS

HATURALE3

o
A
o~
~

1000 0 0.0 2 1 o0 6 13 1 428 13 1 7 03 1 3. 1171 2003 2

0O 0 -4 14 0 O 0 1 1 o (¢}

o]
#f v 1 1 3 2 2 1 2 2 3 6 13
£.5 .5 .518311.81.1 .5 1.1 1.1 1.6 3,2 7

2
K e 407,518
Grados de litertad = 124
Significancis {o) = 0,0000

Pag. 109

119
64.0

34

18.2

20
19.8
186

pivis)

A&



TABLA # 8. TIEMPO DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO: POR BACTLOSCOPTIA NEGATIVA

TIEMPO DE. . TIPO DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO = CONTAMINADO . NO CRECIO  CRECIO
RN M e

v o~ W o

11
17
18
19
© 22
27
32

0. 0.0 OO0 0o 0 O

x2 = 128.68933
Grados de libertad = 20
Significancia (o) = 0.0000

- 110 -



TABLA # 9.

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ESCASOS BACILOS)

TIEMPO DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO

TIEMPO DE TIPO DE CRECIMIENTO

CRECIMIENTO , , o

(DIAS) CONTAMINADO  NO CRECIO  CRECIO —# - %

0 13 51 0 64 50
2 0 - 0 1 1 0.8
3 o - 0 9 9 7.0
4 0 0 4 4 3,1
5 0 0 1.1 0.8
7 0 . 0 1oL 0.8
12 0 0 a1 0.8
14 ’ 0 0 20 1.6
15 o o 4 s 3.2
17 0 g 2 1.6
18 0 5. s 3.9
20 ‘0 S22 1.6
21 0 &4 3.2
22 0" 3 3 2.3
23 0. 5 1 0.8
26 20 33 2.3
28 0 4 4 3.2
33 0. R | 0.8
38 0 1 1 0.8
41 0 1 0.8
42 0 1 1 0.8
43 o 2 2 1.6
60 0 2 2 1.6
68 0 1 ‘1 0.8

5=
—
W
[9;]
=

64
50 100

EX]

L

o

.

N

w

[Xe]

(22}
-
N
w
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X7 = 128,00
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TABLA #10. TIEMPQ DE CRECIMIENTO POR TIPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ABUNDANTES BACILQS)

TIEMPQ DE TIPO DE CRECIMIENTO
CRECIMIENTO R
(DIAS) CONTAMINADO NO CRECIO CRECIO  ~ # = %
0 17 49 ' 0 66 .39,
1 . 0 0 -
3 0 0
4 0 0 »
10 0 0 2
11 0 o 0,6
12 - 0. o 2
14 0 0 2.4
15 - 0 0. 5.4
16 0 0 0.6
17 0 0 0.6
18 0. 1 13.1
19 o o 2.4
20 . o o 0.6
21 0 o 37 1.8
23 0 o 4 2.4
26 e 0 S 0.6
28 0 o 6 3.6
30 0. 0 3 1.8
33 o 0 2 1.2
38 o 1 1 0.6
60 Sl 1 0.6
68 -0 1 0.6
£ 17 . )¢ 168
# 10.1 3004 -+ 5905 .. 100
x? = 164.94895
Grados de libertad = 44 .
Significancia (o&) = 0.0000
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TABLA # 11.

CONTROLADO POR BACILGSCOPIA NEGATIVA

MEDIO ESTUDIADO POR TIPO DE CRECIMIENTO

MEDIO DE TIPO DE CRECIMIENTO L
CULTIVO CONTAMINADO  NO CRECIO  CRECIO -
LOWESTEIN # 8 51 o 10° 69
JENSEN 2 11.6 73.9 14.5 -50.7 ¢
ESPARRAGOS , :
COMERCIALES # 3 15 = 4 S22
Ann O'Brien p:4 13.6 6§52 ?.”'— 18.2 16,2
ESPARRAGOS = iy : 7
COMERCIALES  # 0 e b 1 5
Del Monte % 0 80 20 3.7
ESPARRAGOS e
COMERCIALES # 17
Poma Rosa % 9.5 T 81
ESPARRAGOS # 2 12
NATURALES Z 10375 63,2
# 15 99 22 136
4 11 72.8 16.2 100
X% = 3.30 356

Grados de libertad = 8

Significancia (o%)
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TABLA # 12, MEDIO ESTUDTADO POR TIPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ESCASOS BACILOS)

MEDIO DE TIPO DE CRECIMIENTO
CULTIVO CONTAMINADO  NO CRECIO  CRECIO

LOWESTEIN # 8 11 46 - 7657
JENSEN % 12.3 16.9 70.8 . 0.50.8
ESPARRAGOS ‘ -
COMERCIALES  # 0 5 16
Del Monte % 0 83.3  16.7 47
ESPARRAGOS g . :
COMERIALES # o1 13 7 21
Ann O'Brien 2 4.8 61.9 33.3 - 16,4
ESPARRAGOS _ : .
COMERCIALES  # 2 v 11 619
Ann O'brien % 10.5° - 57.9 - 31.6 - . 14.8
ESPARRAGOS # 2 11
NATURALES 4 11.8 64.7

# 13 51

10.2 39.8
1% = 31.5076
Grados de libertad = 8
Significancia (oC) = 0.0001
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TABLA # 13, MEDIO ESTUDIADO POR TIPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (ABUNDANTES BACILOS)

MEDIO DE 'TIPO DE CRECIMIENTO

CULTIVO CONTAMINADO - NO CRECIO ~CRECIO © .
LOWESTEIN # AT
JENSEN A C13,3
ESPARRAGOS RS
COMERCIALES # e 00
Ann O'Brien Z 0
ESPARRAGOS
COMERCIALES # |
Del Monte y4 9.1‘
ESPARRAGOS R R - : : K
COMERIALES # 4 14 3. .21
Poma Rosa pA C19 66.7 14.3 12.5
ESPARRAGOS # .1 _ 9 1121
NATURALES )4 4.8 42.9 52.4 12,5
# 17 51 100 168
4 10.1 30.4 59.5 100

X2 = 58.76457
Grados de libertad = 8
Significancia (o<) = 0.0000
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TABLA # 14.

MEDIO ESTUDIADO POR TIEMPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSOPIA NEGATIVA

. TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS)

MEDIO DE : -
CULTIVO 0. 3 4 511 17 18 19 22 27" 32 4 %
LOWESTEIN -
JENSEN 60 0
ESPARRAGOS :
COMERCIALES : o
Ann O'Brien 183  11 0
ESPARRAGOS o
COMERCIALES o
Del Monte 4 o] 01 o 00 -0 0 0 0 5 4
ESPARRAGOS Ehe
COMERCIALES R S R
Poma Rosa 19 2770070 0 T0 000 021 715"
ESPARRAGOS i
NATURALES 14 300200000
# 115 8 3 171
z 85 6 2 0.7 0:7 0.7

= 54.22029 -

Grados de libertad = 40,
Significancia (o¢) = 0.0661
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TABLA # 15.

MEDIO ESTUDIADO POR TIEMPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (BACILOS ESCASOS):

MEDIC DE TIEMPO DE CRECIMIENTO_(DIAsjf*“*;_
CULTIVO 0 2 3 -4 5 7 12 14 ‘17°7.18 .1
LOWESTEIN i
JENSEN 19 0+ .0
ESPARRAGOS e
COMERCIALES T
Ann O'Brien 14 0 4 1 01 1 0 0 o] 0
ESPARRAGOS
COMERCIALES ’
Del Monte 5 1 .0 "0 0 0 0 0~ 0 0 0
ESPARRAGOS
COMERCIALES
Poma Rosa 13 0 4 0 10 0 0 0 0 0
ESPARRAGOS i ) ]
NATURALES 13 0. 1 3 0 0 0 0 0 0 0
# 64 1 9 4 1 1 1 2 & 2 .8
Z S0

0.8 7.0 3.1 0.80.8 0.8 1.6 3.1 1.6 6.3
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'CONTINUACION DE LA TABLA # 15

_TIEMPO DE CRECIMIENTO (DIAS)

20 21 26028 33 38 41 42

o o o
o 0 0
1 0 o
o 0 o
2 ?'4 3

1.6 3.1 2.3 0.8 2.3 3.1 0.8 0.8 0.8 0.8 1.6'1.6.0.8 100

x?

= 123.1227
Grados de libertad = 96

Significancia (o) = 0.0325
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TABLA # 16.

MEDIO ESTUDIADC POR TIEMPO DE CRECIMIENTO

CONTROLADO POR BACILOSCOPIA (BACILOS ABUNDANTES)

TIEMPO. DE CRECIMIENTO (DIAS)

Z 39.3.0.6 108.9

- 120 -

MEDIO DE e
CULTIVO 0 1 3 4710 11 12 14 15 16 17 18-
- LOWESTEIN e .
JENSEN 18° 00 o
ESPARRAGOS 5?”_ S i
COMERCIALES T N Lo
Ann O'Brien 9 1156 0 0 0 -0 -0 -0 0
ESPARRAGOS i
COMERCIALES N S
Del Monte 11 0 0 0 .0 0 0.0 0 0.0
ESPARRAGOS
COMERCIALES s ,
Poma Rosa 18 0 20 07200, 0
ESPARRAGOS o o
NATURALES 16 0 0 9. 00 0 O
# 66 1 17 15 9 1.1 26



2.4 2.

= 214.38251
."iG\f‘adosu de libertad = 88

Significancia (0C) = 0.0000
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