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RESUMEN

La tuberculosis ha resurgido hasta el punto de ser considerada una de las
principales de causas de muerte por procesos infecciosos a nivel mundial. Su diagnéstico
requiere del cultivo, el cual para obtener resultados tarda entre 4-8 semanas para la
observacion de colonias a simple vista en métodos tradicionales. Por 1o que en este trabajo
¢l microcuitivo puede ser una opcidn para el diagnostico oportuno, mas aln logrando un
medio de cultivo idéneo por la adicién de factores de enriquecimiento y de antibidtico.

Ei efecto de los productos naturales suero de caballo, liquido de ascitis y agua de
coco en la promocion del desarrollo de Mycobacterium tuberculosis en microcultivo, se
valord por el nimero de colonias recuperadas a partir de un inoculo estindar de
Mycobacterium tuberculosis H3;Rv y por el tiempo de incubacidén necesario para la
presencia de colonias.

La observacion de colonias se manifesto a partir del 9 dia, con un 17.5% y 15.2% de
recuperacién en los cultivos SC y OADC respectivamente. Considerando el 100%, el
namero total de colonias observadas al final det pertode de incubacion de 21 dias en el
medio OADC (estandar). En los medios con liquido de ascitis y agua de coco el desarrollo
fue mas tardio y la recuperacion menor, para el liquido de ascitis a los 12 dias se tuvo en
9.4% de recuperacion, mientras que en ei cultivo con agua de coco fue necesario 15 dias
con solo el 3.3% de desarrolio.

Los resultados obtenidos fueron muy similares en el No. de colonias para todos los tiempos
de observacion en los medios con SC y OADC probados independientemente, en tanio
cuando se adicioné ambos enriquecimientos en el mismo medio de cuitivo, el No. de
colonias no fue mayor pero si el desarrollo se anticipd a los 7 dias.

Para incrementar el cardcter selectivo del medio de cultivo, se aumentd la
concentracion de anfotericina B hasta el doble de lo previamente utilizado, sin encontrar un
efecto nocivo para el Mycobacterium tuberculosis,

. El rendimiento 17/71(24%) en la recuperacion del medio estindar y suero de
caballo en el primoaislamiento fue similar para los dos medios.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el microcultivo en Capa Delgada con el medio
enriquecido con suero de caballo puede ser una alternativa aplicable en forma paralela a los
métodos de cultivos convencionales para paises de alta incidencia de tuberculosis y poco
presupuesto, con las ventajas de un desarrollo temprano y la disponibilidad inmediata del
enriguecimiento.



GENERALIDADES

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa causada por el complejo
tuberculosis que incluye las especies Mycobacterium tuberculosis. Mycobacterium bovis y
Mycobacterium africanum,

Tanto el Mycobacterium tuberculosis como el Mycobacterium bovis pertenecen al orden
Actinomicetales familia Mycobacteriaceae’”,

Las micobacterias son procariotes, cuya pared celular esta compuesta por los 4cidos
micolicos (dcidos grasos ramificados hidroxilados) que estan unidos por dos tipos de
polimeros, el arabino galacto micolato y el peptidoglicano.

L.a composicién molecular es la responsable de la muy escasa permeabiiidad de la pared
celular y, por tanto de la ineficacia de la mayor parte de los antibidticos frente a estos
mMIcreorganismos.

Aproximadamente 20 a 40 % del peso seco de las micobacterias son lipidos de la pared
celular. Ademas los lipidos como las trehalosas aciladas (6,6 dimicolato de trehalosa),
identificado en la mayoria de las micobacterias como el llamado factor cordon o de
acordonamiento funciona como toxico, por lo que tiene que ver con la virulencia de las
cepas. Por este factor algunas cepas de Mycobacteriun tuberculosis crecen como "cuerdas o
trenzas” en medios liquidos.

Otras moléculas de la pared de las micobacterias, el lipoarabinomanano, estd implicado en
ia interaccion patdgeno-huésped y facilita la supervivencia de Mycobacterium tuberculosis
en el interior de los macrofagos™®.

El Mycobacterium tuberculosis son bacilos delgados, ligeramente curvados, aerobios, no
esporulados, no capsulados € inméviles y que miden aproximadamente de | a 4um de
longitud por 0.3 - 0.5 um de diamétro. Las micobacterias, incluida M. tuberculosis, se tifien
con facilidad con la técnica de Ziehl Neelsen (fucsina fenicada con calor} y cuya
decoloracion no es facil aun con alcohol acidificado {4acido-alcohol resistencia), esta titima
s su principal caracteristica y se debe a Ia composicién de la pared celular, rica en lipidos
complejos ramificados de alto peso molecular.

El Mycobacterium tuberculosis tiene la capacidad de acumular niacina, reducir nitratos y
carece parcial o totalmente de actividad de catalasa a 68°C™.

Las micobacterias cubren una ampiia gama de posibilidades en relacion Huésped -
Pardsito con el hombre, desde pardsitos obligados como en el caso de lepra, hasta
micobacterias saprofitas,
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Estas micobacterias comprenden un grupo creciente de especies, actualmente hay reportes
de 54 especies, de las cuales aproximadamente 25 estan relacionadas con las infecciones
humanas®’.

El mecanismo fundamental de transmisién de la tuberculosis es por via aérea, siendo
la forma pulmonar la mas frecuente, pero también puede afectar a los otros érganos. El
curso de la enfermedad es progresiva y cténica, puede conducir a fa muerte si el paciente
no recibe tratamiento, segun estudios realizados, se concluye que el 50% de los enfermos
con tuberculosis pulmonar muere, después de 5 afios de no recibir tratamiento, el 25%

continilan cronicos v el 25% curan espontzineameme‘”.



ANTECEDENTES HISTORICOS

La tuberculosis es considerada una de las enfermedades implacable que ha
enfrentado el hombre a través de la historia. Existe evidencia paleontologica de tuberculosis
espinal en restos neoliticos precolombinos y egipcios.

Los asirios y babilonios de los siglos V1 y V a. C interpretaban en ella la ira de Dios.
Hipocrates (460 - 370 a. C.) fue quien le dio el nombre de tisis a esta enfermedad, ya que
segin €l se debia a "hemorragia de los puimones”. Galeno escribié acerca de su naturaleza

contagiosa y recomendo el aislamiento de los enfermos y la estancia de ellos al aire libre'.

Durante la revolucién Industrial y el perfodo de urbanizacion que acompaiié a la misma en
los siglos XVII y X VI, la tuberculosis fue rcsgonsable de una cuarta parte de todas las
muertes en adultos que se produjeron en Europa®.

Las caracteristicas de la enfermedad va eran "conocidas” pero no se tenia "conocimiento”
de su etiologia. El concepto que se tenia de este mal, en épocas pasadas quedo reflejado en
palabras de Dickens " He aqui una enfermedad de paso lento y solemne, con un desenlace
sumamente cierto .

Los logros médicos sobresalientes fueron desarrollados en la segunda década del
siglo X1X, Laennec realizé estudios de autopsias y observd que tanto las formas de
tuberculosis pulmonar y extrapulmonar, consideradas hasta entonces no relacionadas
formaban parte de {a misma enfermedad. Por lo que en 1865 Francoise Villemin demostré
por medio de inoculacion a conejos que la tuberculosis podia ser transmitida utilizando
filtrados de tejido enfermos.

El acontecimiento mds importante fue el que se descubrid en 1882 por Roberto Koch, quien
confirmé la hipétesis infecciosa de la tuberculosis al descubrir et agente causal, el bacilo
que lleva su nombre, y que se denomina "Mycobacterium tuberculosis”.

Para 1924 se creia en la posibilidad de erradicar la tuberculosis con el desarrollo de la
vacuna con el bacilo Calmette y Gierin (BCG) y ain mds con el descubnimiento de la
estreptomicina por Waskman en 1943, misma gue Hinshaw y Feldman aplicaron como
tratamniento, con esto se inicid una nueva etapa de una serie de compuestos que
conformarian una efectiva terapia farmacolégica para el manejo de ia enfermedad.



DESARROLLO DE MEDIOS DE CULTIVO

Con la introduccion de medios de cuitivos sdlidos se inicid una auténtica
revolucién en la bacteriologia, haciendo posible su florecimiento en las dos (ltimas décadas
del siglo XiX, durante las cuales se produjo el aisiamiento y caracterizacién de los
organismos causantes de la mayoria de las infecciones bacterianas.

El trabajo inicial para la obtencion de cultives puros fue realizado por Brefeld, estos medios
funcionaban admirablemente para los hongos, pero no resultaban adecuados cuando se
aplicaban a las bacterias que eran mais pequefias. Una manera mas prometedora de abordar
et problema habia sido ya sugerida por Schroeter quien encontré que sobre substratos
solidos tales como patatas, pasta de almidon, pan y albumina de huevo se formaban
colonias aisladas.

Koch realizo el primer medio sélido, utilizande la superficie de una patata cocida que, tras
cortarla con un cuchillo esterilizado las inoculaba con bacterias. Sin embargo este método
tenia varias desventajas, el substrato era opaco por lo cual resuitaba dificil de observar las
colonias, ademas la patata no era un buen medio nutritivo para muchas bacterias'”.

El medio liquido conocido, como caldo nutritivo, y gelatina como agente endurecedor,
fueron utilizados por Koch, quien inoculaba este medio una vez solidificado
Estas placas de gelatina resultaban muy provechosas y permitieron obtener colonias
individuales, pero presentaban una ?%ran limitacién, no se podia cultivar a 37°C, puesto que

la gelatina funde a esa temperatura®™.

Posteriormente se introdujo el agar, que por su peculiar punto de fusion, enfriamiento, su
escaso valor nutritivo y la carencia de sustancias inhibidoras lo convierten aiin hasta la
fecha en la sustancia ideal pars la solidificacién de medios de cultivo.

En 1882 Kech realizé un medio a base de suero coagulado, en donde el suero fue extraido
de ganado bovino v colocado en tubos de ensaye tapados con algodon, se calentaban a una
temperatura de 58°C durante 6 dias subsecuentes, después era calentado a 65°C por varias
horas o durante el tiempo necesario para lograr que se solidificara por coagulacién. En
este medio se obtuvo el crecimiento optimo de bacterias patogenas'®.

Hacia finales del siglo XIX se empezé a mejorar los medios de cultivo, afiadiendo
componentes como medio de enriquecimiento como ia glucosa, lactosa y peptona, asi como
también iniciaron la investigacion del efecto de los colorantes sintéticos que son utilizados
como inhibidores para medios selectivos, el verde de maiaquita y el cristal violeta.




Se implementd el uso de medios de cultivo selectivos, tanto para liquidos como para
s6lidos, los primero proporcionan un enriquecimiento de la poblacion en lo que se refiere a
los organismos que se desea aislar, mientras que los sélidos permiten su aislamiento
directo.

El enriquecimiento de! medio se basa en que los microorganismos son estimulados para su
desarrolio por sustancias de facil acceso a los ciclos metabolicos microbianos como el uso
de un determinado azicar que se convierte en la (nica fuente de carbono, sales amonicas
como fuente de nitrégeno y aminodcidos para estimular el inicio del crecimiento ¢

incrementar su velocidad de desarrollo®®.

Hoy en dia, el propésito de los medios de cultivo es respaldar el desarroilo de los
microorganismos, ademds de exhibir una morfologia colenial y microscopica tipica,
cuatquier variacion en la composicion del medio puede alterar estas caracteristicas. La
prueba de "promocion del crecimiento™ autoriza el trabajo dnicamente con medios que se
encuentran entre los limites tolerables, en atencién al programa de control de calidad.

El Control de Calidad consiste en una evaluacidn sistermatica del trabajo, para asegurar que
el producto final se ajuste, a limites de tolerancia previamente establecidos.

Para obtener medios de Optima calidad, deben usarse productos quimicos de calidad
analitica certificada, material de vidrio limpio y agua recién destilada. Ademds mantener
limpia la superficie de trabajo antes de preparar los reactivos y utilizar técnicas asépticas
cuando se preparen los medios. Deben respetarse “estrictamente” las instrucciones sin
modificacion alguna''®.




EPIDEMIOLOGIA

A finales de los 50's la tuberculosis parecia una enfermedad pricticamente
erradicada, pero el resurgimiento a nivel mundial que caractenizé a la década de los 80’s
con la aparicion del virus de inmunodeficiencia humana {VIH), convirtié a la tuberculosis
en la primera infeccion oportunista de estos enfermos inmunodeprimidos, ademas el
problema de farmacorresistencia también ha venido agravar el perfil de la tuberculosis, en
donde la falta de seguimiento, el control de los programas y la falta de adhesion de los
pacientes ha favorecido la presencia de cepas resistentes a fos tratamientos convencionales.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declaré en 1993 a la tuberculosis como una
emergencia mundial'".

Se estima que un tercio de la poblacién mundial se encuentra infectada por Mycobucterium
tuberculosis, SO millones de ellos estdn infectados por cepas multidrogoresistente
{Isoniacida y Rifampicina resistentes)'?, cada aflo se demuestra una ocurrencia de mas de
10 millones de casos nuevos y 3.5 millones de defunciones por tuberculosis'".

En México, nueve de cada 10 casos de tuberculosis corresponde a la forma pulmonar, la
cual se ha incrementando en los Ultimos 5 afios.

I.a mortalidad por tuberculosis en 1999 se encontré dentro de las primeras veinte causas de
muerte en ¢l pais.

De 1993 a 1998 se aprecid un incremento del 24% en el numero de casos de tuberculosis
pulmonar y en las tasas de morbilidad al pasar de 14 a 18.7 casos por cada 100,000
habitantes. " v, Fig |
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Tubarculosis del Aparato Respiratorio México 1680-1998
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Tuberculosis del Aparato Respiratorio México 1990-1998
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Tuberculosis del Aparate Respiratorio México 1980-1998
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En Meéxico la tuberculosis es una enfermedad endémica, la mortalidad presenta un patron
geografico de concentracidn de las tasas mas altas en el Sur, Golfo de México y algunas
entidades en el norte del pais.

Cuadro 1. Casos de Tuberculosis Pulmonar por Entidad Federativa acumulado hasta Julio

Semana 30 del 2000,
Entidad Acumulado en el 2000 Acumulado en 1999

1.- Veracruz 1102 1153
2.- Tamaulipas 672 437
3- Guerrero 642 586
4.- Nuevo Leén 606 659
5. Chiapas 581 846
6.-  Baja California 437 478
7.- Jalhisco 389 489
8.- Estado de México 375 400
9, Qaxaca 345 461

10.- Sinaloa 341 427

Fuente: Sistema Unico de Informacion para la Vigilancia Epidemioldgica. Informacion
preliminar. Proceso: DGE.

Los grupos mas afectados por tuberculosis pulmonar son los mayores de 15 afios,
siendo los de 25 a 64 los que presentan ¢l riesgo mds alto de enfermar'’.
Varios factores han creado condiciones propicias para su recrudecimiento como fa
aparicion del SIDA, pobreza cada vez mas acentuada, crecimiento de poblaciones
marginadas, intensos movimientos migratorios en busca de una mejor calidad de vida,
dificil acceso a los servicios de salud y la aparicién - diseminacion de cepas resistentes,

La tuberculosis es consecuencia de distintos factores, ademas de la edad y de
determinados factores sociales, ciertas caracteristicas genéticas podrian favorecer el
desarrollo de la tuberculosis, como ocurre en las personas de raza negra que tienen una
especial propensién a padecer tuberculosis, también la enfermedad es mds comin en
gemelos monocigotos que dicigotos y mas frecuente entre las personas portadoras del
antigeno de histocompatibilidad HLA-Bw15, aunque no siempre es facil separar estos
factores de otros de tipo ambiental o econdmicos.




PATOGENIA

La infeccion inicial o primoinfeccion tuberculosa se produce cuando los bacilos
tuberculosos (al parecer 1-3 bacilos serian suficientes) consiguen alcanzar los alvéolos
pulmonares. Estas bacterias, quiza por efecto sélo mecanico, alcanzan preferentemente los
lébulos mas declives que son los inferiores, aunque también pueden afectar al lobulo
medio, la lingula y los 1ébulos superiores, Desde estas areas la infeccion puede quedar
contenida en el pulmén o diseminarse a distintos puntos del organismo. La lesion intcial
pulmonar que se produce tras la infeccién suele ser periférica. Desde alli, los bacilos
tuberculosos sufren una depuracion por €l sistema linfatico pulmonar y la infeccion drena
hacia los ganglios del hilio pulmonar. Si la infeccion queda contenida aqui, sélo habra una
lesion cicatrizal pulmonar, no siempre visible en la radiografia de torax, y una adenopatia
hiliar que pueden calcificarse, dando lugar a lo que se conoce como "complejo de Ghon™.
En otras ocasiones la infeccion, en lugar de quedar limitada a los ganglios, se extiende por
via hematogena a otras areas del pulmon y a otros Organos {diseminacion hematdgena). En
el pulmon, la infeccidn afectard, sobre todo, los segmentos posteriores de los lobulos
superiores, va que Mycobacterium tuberculosis es un microorganismo aerobio con
preferencia por las dreas pulmonares mejor ventiladas®®.

Lo que suceda después de esa diseminacién hematogena inicial dependera de los dos
factores que gobiernan siempre la infeccién tuberculosa: por un lado, el tamaito del inoculo
bacteriano y, por otro, la respuesta inmunitaria del huésped.

En ciertos huéspedes, especialmente nifios de corta edad y ancianos, el paciente
desarrotlara durante la diseminacion hematégena graves cuadros clinicos, en forma de
meningitis o de tuberculosis miliar. Lo mas frecuente, sin embargo, es que los mecanismos
inmunes del huésped sean capaces de contener esta infeccion, a pesar de que se haya
diseminado.

En este caso, el paciente solo referird una sintomatologia leve sin desarroliar enfermedad
tuberculosa. Tanto en el pulmén como en los restantes drganos, las lesiones tuberculosas
diseminadas durante este periodo de primoinfeccion cicatrizardn como lo hizo la lesion
puimonar inicial pero continuaran siendo fuentes potenciales de reactivacion de la
enfermedad, ya que Mycobacterium tuberculosis puede persistir viable intracelularmente
durante muchos afios. Todo individuo con infeccion, es decir, que entré en contacto con M.
tuberculosis, corre el riesgo de desarrollar enfermedad, es decir sintomas de tuberculosis,
en cualquier momento de su vida siempre que se reactive la infeccién. Aunque hasta ahora
se consideraba un hecho excepcional, es posible que los pacientes se reinfecten por cepas
de M. tuberculosis diferentes de la que causé la infeccion inicial®,




TRATAMIENTO

El tratamiento de la tuberculosis constituye parte del programa de Control y
Prevencion de la tuberculosis, el cual tiene como meta ingresar a todos los pacientes
diagnosticados en la baciloscopia y en el cultivo, Este tratamiento tendrda  que
proporcionarse al paciente indepedientemente de su derechohabiencia a cualquier
institucion de salud del pais. Aunque el tratamiento es complejo v prolongado se debe
administrar los medicamentos en forma supervisada con pleno convencimiento vy
cooperacion del enfermo, vigilar la aparicion de efectos indeseables y establecer un
mecanismo de comunicacion con el paciente con ef fin de motivarlo para evitar que
abandone el tratamiento, lograr su curacion, reintegrar al paciente a la sociedad y al trabajo
y con ello reducir las fuentes de infeccion lo que a mediano plazo permitird reducir la
morbilidad por tuberculosis, siendo estd ultima la meta propuesta para mejorar la situacton
de ia tuberculosts en el pais.

Cuando se diagnéstica por primera vez a un paciente con tuberculosis, este debe
ingresar a Tratamiento Primario Acortado Estrictamente Supervisado (TAES), lo cual tiene
la probabilidad de curarse en un 98% aproximadamente'".

El tratamiento primario acortado estrictamente supervisado (TAES) de la
tuberculosis inctuye los siguientes medicamentos: Isoniacida {H), Rifampicina(R) y
Pirazinamida(Z). Este tratamiento tiene dos esquemas; el primario de corta duracidn y el
primario reforzado. El primero requiere 2 fases: la primera o intensiva que es diario de
Lunes a Sabado hasta completar 60 dosis, dura 10 semanas vy, la segunda o de sostén se
administra tres veces por semana (Lunes, Miércoles y Viernes) hasta completar 45 dosis,
dura 15 semanas''’.

El tratamiento primario rcforzado es administrado en pacientes con tuberculosis
del sistema nervioso central y miliar (diseminada), y con enfermedades asociadas como
diabetes mellitus, o infeccién por VHI, con tratamiento inmunosupresor o que haya
abandonado o recaido por segunda ocasion. Este tratamiento es a base de combinacion fija
de Isoniacida, Rifampicina y Pirazinamida mas Etambutol o Estreptomicina, consta de dos
fases: la primera o intensiva es diaria de Lunes a Sibado hasta completar 72 dosis y la
segunda de sostén es intermitente 3 veces por semana hasta completar 72 dosis a excepcion
de! Etambutol que se administra diariamente'”.




DIAGNOSTICO

La tuberculosis pulmonar es la forma clinica mds importante por su frecuencia y
porque constituye la fuente de infeccidn para la comunidad.
Aungue las formas clinicas de tubercutosis extrapulmonar son de to mas variadas nixmerica
y epidemiologicamente, pero también son importantes ya que ocasionan cuadros clinicos no
especificos de acuerdo al sistema u drgano afectado.

Por lo que el diagndstico de la tuberculosis depende en gran medida de la
comprobacion bacteriolégica en las muestras clinicas®. La utilidad y el alcance de las
diversas técnicas dependeré de la situacion epidemioiogica prevaleciente y de los recursos
dispenibles en cada pais. Asi en México la baciloscopia es el método de diagnéstico més
utitizado en los laboratorios, Cuadro 2.

Cuadro 2. Métodos de Diagnéstico de Tuberculosis en México
Semana 30, Julio del 2000

Método de Diagnostico %
Baciloscopia 73 %
Cultivo 2%
Qtros 20 %
Histopatologia 4 %
Ignorado 1 %

Fuente: Sistema unico de Informacion para la Vigilancia Epidemiologica EPI- TP.
Procesé : DGE.

A pesar de los avances que se han logrado en los altimos afios en la
micobacteniologia, actualmente el 90% de los casos son diagnosticados por microscopia,
esta técnica es sencilla rapida y de bajo costo ya que permite detectar los casos infecciosos
de tuberculosis pulmonar, es decir, aquellos que perpetaan ia infeccion en una comunidad.
Para que el diagnéstico por microscopia directa sea positivo es preciso que la muestra de
esputo contenga entre 5,000 y 10,000 bacilos de la tuberculosis por mililitro de esputo’.
El examen microscépico también se utiliza para evaluar la respuesta al tratamiento en

tuberculosis pulmonar y determinar la curacion, o el fracaso cuando aquel ha concluido'”,

Pero por su baja sensibilidad, en muestras de tuberculosis extrapulmonar y de tuberculosis

en nifios, el diagndstico necesita complementarse con ef cultivo, y ain mas en casos de
tuberculosis extrapulmonar y en enfermedades causadas por micobacterias que no son
bacilos de la tuberculosis.




Para el reconocimiento del morfotipo de micobacterias se emplean métodos de
tincién, que permiten su rapida visualizacion en muestras clinicas.

La técnica de Ziehl - Neelsen demuestra la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes en
la que se emplea el colorante fucsina fenicada aplicada con calor, decolorada con alcohol-
dcido y contrastada con azul de metileno.

La tincién de Kinyoun es similar a la de Ziehl Neelsen, pero no utiliza calor para favorecer
la captacion de la tincion. Esta técnica se denomina métedo en frio porque utiliza un
detergente activo de superficie (tergitol).

Las técnicas de fluorocrémicas (técnica de Truant) con auramina - rodamina permiten una
rapida y mds comoda visualizacion de las micobacterias, ya que muestran una lfamativa
fluorescencia amarilla anaranjado cuando se observan con microscopio de fluorescencia,
este método tiene una mayor sensibilidad que la de Ziehl-Neelsen, Cualquiera de estas
técnicas Mycobacteriun tuberculosis se observa como un bacilo de | a 4pm de longitud por
0.3- 0.5um de diametro.

El diagnostico definitivo de tuberculosis soio puede establecerse cuando se cultiva
y recupera Myvcobacterium tuberculosis. Sin embargo, existen otras pruebas diagnésticas,
que s¢ expondridn a continuacién, y que ayudan a plantear el diagndstico de esta
enfermedad.

Se han hecho muchos intentos para mejorar los métodos de cultivo del bacilo
tuberculoso, de modo que se puedan disponer de sus resultados en plazos mas breves. Las
técnicas mas Gtiles a este respecto parecen ser las que detectan la presencia de
micobacterias por su metabolismo, los radiométricos con los que se tiene mayor
experiencia como el sistema BACTEC 460 TB, este sistema hace uso de un medio liquido
gue contiene icido palmitico radioactivo marcado con carbono 14, como fuente de carbono.
El crecimiento de la bacteria es detectado midiendo la liberacion de 'CO, a partir det
substrato marcado. Este método tiene la ventaja de ser mas rapido con un rango de 5-12
dias para la obtencidn de resultados, aunque los grandes inconvenientes son su alto costo, el
manejo (cli;e los desechos radioactivos y ta necesidad de un lector automatizado para hacer las
lecturas™’.

El sistema MGIT es un método rapido para la deteccion (7-12 dias) y pruebas de
susceptibilidad a drogas de Mycobacterium tuberculosis. Este sistema se basa en el uso de
un compuesto indicador fluorescente que recubre el fondo del tubo, sensible a la presencia
de oxigeno disuelto en el medio, conforme las bacterias presentes en el medio respiren
activamente, el oxigeno es consumido permitiendo de esta manera que la fluorescencia del
indicador sea visible al iluminar el tubo desde la parte inferior con una ldmpara de Wood
(365nm)"'?,




Los avances logrados en los ultimos aflos en el campo de la Biologia Molecular
han permitido el desarrollo de métodos mds rapidos de deteccion de Mycobacterium
tuberculosis, como la técnica de PCR.

Aunque los primeros datos son ciertamente prometedores la aplicabilidad real de esta
técnica en el diagnostico convencional de Ja tuberculosis esta todavia por definirse.

Otras técnicas que se sirven también de la PCR pueden ser atiles en el futuro para la
deteccion precoz de cepas resistentes de Mycobacterium tuberculosis y para el seguimiento
epidemioldgico de ciertos brotes de la enfermedad.

Existen comercialmente técnicas serologicas que pueden contribuir al diagndstico
de tuberculosis, si bien hasta ahora no se ha generalizado el uso de ninguna de ellas.

Los métodos serologicos de diagnostico se fundamentan en la produccion de anticuerpos
por los pacientes, al tener una infeccion clinica activa de Mycobacterium tuberculosis como
la técnica de Elisa. En este procedimiento el antigeno se fija a una fase solida de plastico,
se incuba con el suero de los pacientes y la deteccion de anticuerpos se realiza por un
anticuerpo especifico conjugado a una enzima, al adicionarse el substrato de la enzima se

producira color, et cual se mide en un espectrofotometro”™*.

La cuantificacién de la enzima adenosindesaminasa (ADA) en ciertos liquidos corporales
puede tener cierta utilidad para diagnosticar tuberculosis, aunque la prueba carece de
suficiente especificidad.

Mediante la cromatografia puede identificarse los componentes lipidicos de la pared celular
caracteristico de cada micobacteria. Este método parece ser muy especifico y bastante
sensible, pero hasta el momento es poco practico, ya que solo esta disponible en los
laboratonos de referencia.

Todos estos métodos de diagnostico se basan en procedimientos técnicamente [aboriosos y
en el uso de equipos de laboratono no siempre disponibles en los paises més afectados por
la enfermedad, ya que por su alto costo seria imposible su utilizacién de mancra rutinaria.
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FUNDAMENTACION TEORICA

La tuberculosis es una enfermedad infecciosa crénica causada por el complejo
tuberculosis.
Esta enfermedad constituye uno de los problemas de salud pablica mas grave de! momento
actual, por lo que se requiere disponer de metodologia adecuada para los paises de alta
incidencia y bajos recursos.

En México se ha logrado el Consenso Institucional de Sector Salud, para el

programa de control fijando como objetivos. Conocer la magnitud de la enfermedad,
Reducir 1a transmisién de la enfermedad y Disminuir la mortalidad.
Cualquiera de estos objetivos requiere del apoyo del laboratorio de Microbiologia, pero
actualmente el 90% de los casos son diagnosticados por microscopia , método que es el
idéneo para la busqueda de casos infecciosos, pero su baja sensibilidad en muestras de
tuberculosis extrapulmonar y en tuberculosis infantil, por lo que ¢l diagnostico necesita
complementarse con el cultivo.

El cultivo constituye el unico método de diagnostico definitivo de la tuberculosis

mucho mas sensible y especifico en comparacion con la baciloscopia ya que permite
detectar y aumentar eficientemente entre un 30 y un 50% casos de tuberculosis.
Asimismo, posibilita la deteccion en pacientes con sospecha clinica y radiologica de
tuberculosis pulmonar, con resultado negativo de seis baciloscopias en esputo, también en
casos de sospecha de tuberculosis de localizacion extrapulmonar, en tuberculosis en nifios.
Ademas, en pacientes sujetos a tratamiento estrictamente supervisado y que, al tercer mes,
persistan mostrando baciloscopias positivas, en pacientes con fracaso terapéutico y para
vigilancia de la farmacorresistencia o con motivo de investigaciones epidemioldgicas,
terapéuticas y bacteriologicas se requiere et cultivo'”,

Para el cultivo de Mycobacterium tuberculosis se tiene medios comerciales tanto
liquidos como solidos, dentro de los primeros tenemos a los medio liquido Middlebrook
7HS y Dubos de Albimina, que son comunmente utilizados para subcultivar cepas de
referencia de micobacterlas, asi como también para pruebas de atstamiento, sensibilidad a
drogas y otras pruebas in vitro.

En cambio los medios sélidos preparados a base de huevo, glicerol, asparagina y verde de
malaquita como el Lowenstein-Jensen y el Stonebrick, los cuales son los mas utilizados en
el laboratorio de rutina, ya que son faciles de preparar, baratos y aseguran un buen
crecimiento de los bacilos de la tuberculosis.
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Ademas que ambos son fitiles en muestras no estériles (esputos, lavados bronquiales,
lavados gastricos, y orinas) previamente descontaminadas, y en muestras esténles (liquido
cefalorraquideo, liquido pleural y de ascitis).

Los medio de Lowenstein-Jensen y Stonebrick pueden almacenarse en el refrigerador
durante cuatro semanas siempre y cuando los tubos se cierren herméticamente, para reducir
al minimo el secado por evaporacion.
Las limitantes de estd técnica son el largo periodo de incubacién requerido para la
observacion de colonias que es de 4 - 8 semanas, y en algunos casos aun a las 12 semanas
se han logrado recuperar las colonias.

El medio Middtebrook 7H10 y 7H1 1, ambos se preparan a partir de una base de agar 7TH10
disponible comercialmente, esta base contiene sales y vitaminas, al medio se le adiciona
suplementos de enriguecimiento compuesto por 4cido oleico, albémina, dextrosa y catalasa
{OADC) y antibidticos para prevenir la contaminacion.

Cuando se usan estos dos medios (Middlebrook 7HI10 y 7H11) para aislar los bacilos de la
tuberculosis, las muestras no estériles (esputos, lavados bronquiales, gastricos y orina)
deberan llevar a cabo la digestién y descontaminacion con el método de NALC-NaQOH ( N-
acetil-L-cisteina-hidréxido de sodio) estos cultivos deben incubarse en una atmésfera de
CO,.

Este medio de cultivo sélido y transparente permite observar el desarrollo de microcolomas
en ctapas tempranas de 7 - 12 dias con morfologia sugestiva de AMycobacterium
tubercuiosis, ademas de que es un medio con menos probabilidad de contaminacion, por el
proceso de descontaminacién que fueron sometidas las muestras y por los antibidticos que
se le adiciona al medio de cultivo.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es uno de los problemas de salud piblica mas importante del pais.
En México cada afio se diagnostican 18,000 casos nuevos en promedio'”, siendo la forma
pulmonar la méds frecuente. El contagio ocurre generaimente en el ambiente
intradomiciliario favorecido por el hacinamiento en que vive el enfermo, la desnutricion,
enfermedades concomitantes como la diabetes, la carencia de educacion para la salud y la
faita de atencién médica oportuna.

El verdadero impacto en el control de la tuberculosis es: eliminar el foco de infeccion por la
aplicacion del tratamiento hasta la curacion de los pacientes pulmonares baciliferos como
consecuencia de la comprobacion bacterioldgica. De los métodos bacterioldgicos
tradicionales, la baciloscopia properciona una amplia informacidn en la busqueda de casos
baciliferos entre los sintomaticos respiratorios lo cual es una prioridad en los paises de alta
incidencia.

La baja sensibilidad de este método se compensa en ¢! esputo, que es el anico producto
biolégico rico en bacilos (5,000 a 10,000 /ml)m. Otras ventajas de la microscopia son su
bajo costo, el corto tiempo para obtener resultados y por lo mismo de alta cobertura.

Si bien 1a microscopia cumple con el cometido de identificar a los casos mas infecciosos, el
cultivo es requerido en pacientes con caso de sospecha clinica y/o radiologica de
tuberculosis pulmonar con resultado negativo de seis baciloscopias en esputo y con
tuberculosis extrapulmonar, de tal manera gue se requiere de él, para incrementar la
detencion de enfermos.

El cultivo convencional permite que entre la 3™ - 4” semana la deteccién de micobacterias
por la presencia de colonias observadas a simple vista. Por lo que el microcultivo puede ser
una opcidn para el diagndstico oportuno, mas ain logrando un medio de cultivo idoneo por
la adicion de factores de enriquecimiento que ya han demostrado su utilidad (suero de
caballo, liquido de ascitis y agua de coco), para el desarrollo de tas micobacterias, pero
carecen de una validacion cuantitativa de un protocolo de Control de Calidad, ya que los
ensayados previos sélo se basan en la comparacion en Lowenstein - Jensen y en
microcultivo.

El sistema de Control de Calidad del cultivo tiene como parte fundamental el estudio de la
"promocion del crecimiento”, con el objeto de demostrar la habilidad del medio de cultivo
para el desarrotlo de microorganismos para los cuales fueron disefiados. En micobacterias
la garantia del medio de Lowenstein - Jensen esta dada por ia cuantificacion del desarrollo
de un indculo estindar de la cepa de referencia de Mycobacterium tuberculasis HzRv No.
27204.

La "promocion del crecimiento” se realiza en términos cuantitativos y permite seleccionar
las variantes idoneas, incluidas en el estudio en la modificacion a la formula del medio de
cultivo.




OBJETIVOS

* Determinar las concentraciones optimas de antibiotico y factores de crecimiento
para el microcultivo de Mycobacterium tuberculosis en capa delgada.

* Evaluar el efecto estimulante de distintos factores de enriquecimiento naturales como:
liquido de ascitis, suero de cabailo y agua de coco.

* Determinar efecto aditivo de los enriquecimientos, con el TL7H{1{OADC)+ productos
naturales.

*Establecer las maximas concentraciones de Anfotericina B tolerable por el
Mycobacterium fuberculosis.



HIPOTESIS

La promocian del desarrollo de micobacterias en microcultivo en capa delgada, se
mejora por la adicién de factores de enriquecimiento naturates (liquido de ascitis, suero de
caballo y agua de coco).

La tolerancia de Mycobacterium tuberculosis a la Anfotericina B permite incrementar la
concentracion de este antibidtico sin ninguna pérdida significativa del nitmero de colonias
de micobactenias recuperadas.




DISENO EXPERIMENTAL

Tipo de Estudio: Transversal Prospectivo (Estudio de prueba diagnostica).

Poblacién: Aleatoria.

Variable Independiente: Medios de cultivo.

Variable Dependiente: Crecimiento

CRITERIOS DE INCLUSION

Cultives de H37Rv con morfologia colonial caracteristica de Mycobacterium
tuberculosis puro, en fase Logaritmica de crecimiento (4 semanas).
También se usaron sedimentos de pacientes que llegaron al laboratorio de Neumologia
del Hospital Generai de México con diagnostico clinico de Tuberculosis pulmonar o
extrapulmonar y que contaron con solicitud de comprobacion bacteriolégica por cultivo
de micobacterias, asi como los datos generales de los pacientes (Nombre, edad,
localidad de origen, tipo de paciente de diagndstico o controt de tratamiento).

CRITERIOS DE EXCLUSION

Se excluiran todo cultivo contaminado a simple vista, también con morfologia
colonial diferente y cultivos con medio acidificado o alcalinizado.
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MATERIAL

Matraces ErlenMeyer 250, 500, 1000 ml.
Pipetas graduadas 2, 5 y 10 ml.

Cajas Petni de plastico desechables 50 x 20 mm.
Tubos de centrifuga de 50 ml.

Papel parafilm

Tubos de ensaye 13 x 100, 16 x 150, 18 x 125
Vasos de precipitado 250 ml.

Jeringas de pléstico 1, 5 y 10 ml.
Micropipetas 5-50 ul y 50-300 pl

Gradilla

Varillas de vidrio

Pipetas Pasteur con bulbo

Viales de 50 ml.

Portachjetos

Aplicadores de madera

Probetas graduadas de 50, 100 y 500 mi.

Medio de Cultivo

Base de agar Middiebrook 7H10 Difco No. de Catalogo: 0627-01-2.

Hidrolizado de caseina Merck
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Glicerol Sigma

Enriquecimiento OADC Becton-Dickinson
Medio de cultivo Lowenstein-Jensen
Liquido de Ascitis

Suero de Caballo

Agua de Coco

Antibidtico

Ceftazidima Glaxo laboratories, LTD. Clave 475806.
Anfotericina B Elab Precimex S.A Clave de Lote 2012

Trimetoprim

Colorantes de Zichl - Neelsen
- Carbofucsina Harleco - Dade.
- Alcohol- Acido Merck.

- Azul de Metileno Sigma,

Solucidn amortiguadora de fosfatos pH 6.8 M/15
Fenol al 5%

Hidréxido de sodio 4%

Citrato trisodico 3H;0 0.1M

N-acetil-L-cisteina

Cepa de Referencia de Mycobacterium tuberculosis Hs;Rv No. 27294,
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EQUIPO

Autoclave Interamericana de Equipos.

Balanza analitica Scientech modelo SA210.

Estufa Lab Line Imperial 11.

Centrifuga Beckman Modelo GS- 6.

Placa de agitacion y calentamiento Lab-Line.

Campana de bioseguridad NUAIRE Clase 11 Tipo A/B3.
Jarras de anaerobiosis BBL.

Microscopio Carl Zeiss Modelo K7D.

Agitador Fisher Vortex Scientific.
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METODOLOGIA (1)
1) Preparacién del aditivo de Enriquecimiento Suero de Cabailo

Separar el suero del codgulo.
Centrifugar a 3000 revoluciones por minuto durante 13 minutos.
Esterilizar por filtracion el sobrenadante.

Verter el sucro en viales estériles.

2) Medio TL7H11 con Suero de Cabalilo

Preparar placas de capa delgada en cajas desechables de 50X 20 mm, con agar
Middlebrook 7H10, suero de caballo al 10 % y antibidticos Anfotericina B,
Ceftazidima y Trimetoprim 150ul..

1) Preparacién del Aditivo de Enriquecimiento Liquido de Ascitis

Obtencién de la muestra por personat médico.
Centrifugar la muestra a 3000 revoluciones por minuto durante 20 minutos
Esterilizar por filtracidn ¢l sobrenadante.

Colocar el liquido de ascitis en viales esténies.

2) Medio TL7H11 con Liguido de Ascitis

Preparar placas de capa delgada en cajas desechables de 50X 20 mm, con agar
Middlebrook 7H10, liquido de ascitis al 10 % y antibidticos Anfotericina B,
Ceftazidima y Trimetoprim 150ul..
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1) Preparacidn del Aditivo de Enriguecimiento Agua de Coco

Filtrar el agua de coco.
Estenlizar por filtracion,

Verter ¢l agua de coco en viales estériles

2) Medio TL7H11 con Agua de Coco al 20 y 40%

Preparar placas de capa delgada en cajas desechables de 50X 20 mm, con agar
Middlebrook 7H10, agua de coco al 20 y 40% y antibidticos Anfotericina B,
Ceftazidima y Trimetoprim 150pl..
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METODOLOGIA (2)

a) Mantenimiento de la Cepa de coleccion Mycobacterium tuberculosis H37Rv.

b) Siembra en Léwenstein - Jensen, incubar a 37°C durante 4 semanas.

Preparacién del inéeulo
¢) Cosechar el cultivo de Lowenstein Jensen de 4 semanas.r
d) Suspender la masa bacilar en regulador de fosfatos.
e) Dejar sedimentar durante 1 minuto.

f) Transferir el sobrenadante a otro tubo de ensayo y ajustar la turbidez a la del tubo
No.l del Nefelometro de Mac Farland

g} Realizar dilucién 1:2000

Cultivo en capa delgada (TL7HI1)
h) Inocular 20l de ta suspension bacteriana (Hy7Rv}.

i)} Distribuir él inoculo en la superficie de los medios preparados, utilizando una varilla
de vidrio en dngulo previamente esterilizada.

j) Dejar en reposo 10 minutos, y sellar cajas con pape! parafilm.
k) Incubara 37°C y mantener en CO; en una jarra de anaerobiosis.

1) Observacién microscopica con objetivo 10X alos 5,7.9, 12 15 y 21 dias

Andlisis de Resultados
m) Registrar ¢l nimero promedio de colonias en 5 cm’, en la superficie del medio.
n) Diagrama de resultados.

o)} Analisis estadistico (significancia)
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1) Comparar el TL7H11 (OADC) con los distintos medios de enriquecimiento (suero
de caballo, liquido de ascitis y agua de coco).

4} Tolerancia al aumento de la concentracion de antibidtico.
5) Efecto aditivo de los enriquecimientos OADC + factores de enriquecimiento.

6) Valoracion cuantitativa del nimero de colonias de muestras clinicas en TL7HIt y
el medio de nueva formulacion.
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DIAGRAMA DE FLUJO

Conservacion de la muestra

l

Cultivo de L-J de 4 semanas.

l

Tomar una masa bacilar y realizar una suspension
Ajustar al patrén Mac Farland tubo No. 1.

Realizar dilucion 1:2000.

Suero de caballo  Liquido de ascitis  Agua de coco 20%  Agua de coco 40%

Inocular 20p] de 1a suspension bacteriana

Incubar a 37°C, CO»

'

Observaci6n microscopicaalos 5,7,9, 12,15y 21 dias.

¢

Analisis de Resultados.
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Medio TL7H11 {OADC) mds Factores de Enriquecimiento

Conservacion de la muestra

l

Cultivo de L-J de 4 semanas.

v

Tomar una masa bacilar y realizar una suspensién
Ajustar al patron Mac Farland tubo No.1.

\ 4
Realizar dilucién 1:2000,

Medio TL7H11-0ADC
+

Suero de caballo Liquido de ascitis Agua de coco

Inocular 20ul de la suspension bacteriana
Incubar a 37°C, CO;

Observacion microscopica alos 5,7,9, 12, 15 y 21 dias

Analisis de Resultados
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Valoracién del Medio de Nueva Formulacién con Muestras Clinicas

Pacientes con solicitud de comprobacion bacterioldgica

Mugéstras
Naturaimente no contaminadas Naturalmente contaminadas
LCR, Liquido pieural etc, Esputos, lav. bronquiales
Concentrar Descontaminacion con
N-acetll L-cisteina
Secj]mento\‘
Cullw\ Frotis directo
TL7H11-0DADC OADC+SC

Incubar 37°C,C Incubar 37°C

Observar microcolonias a Observar macrocolonias

los 5,7,9,12,15 y 21 dias de 4-8 semanas

1dentificacion
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Tolerancia al aumente de la concentracién de Anfotericina B

Conservacion de la muestra

!

Cultivo de L-J de 4 semanas.

Tomar una masa bacilar y realizar una suspension
Ajustar al patrén Mac Farland tubo No.1.

l

Realizar dilucién 12000,

l

Preparar medio TLYHI1{OADC)
+

25%(62.5ug/ml) 75%(87.5pg/ml 100%( 100ug/ml)

Inocular 20pul de ia suspension bacteriana

Incubar a 37°C, CO,

'

Observacion microscopicaaios 5,7,9, 12, 15 y 21 dias

{

Analisis de Resultados
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RESULTADOS

Se cuantificd el efecto de distintos enriquecimientos naturales: suero de caballo

10%, liquido de ascitis 10% y agua de coco al 20 y 40% en el medio de microcultivo de

Capa Delgada.

Primero se determinaron condiciones ¢ptimas del cultivo:

a) Volumen del indculo . Para el cual se trabajo con diferentes volumenes (10pl - 100ul),
por 1o que el volumen mas adecuado resulto ser el de 20pl, que después de distribuir en
la superficie del medio con la varilia de vidrio en angulo, y dejarlo absorber 10 minutos,
no quedaba ninguna porcidn residual en la superficie del medio de la suspension
bacteriana

b) Concentracion. Se estandarizo utilizando una suspensién madre con una turbidez
semejante al tubo No. | de Mac Farland que para Mycobacterium tuberculosis equivale
a 3x10 7 UFC/ml, con esta suspension se realizaron dos diluciones 1:2000 y 1:5000, en
las cuales se espero tener en 20ul en la primera dilucién 300UFC y por la dilucion
1:5000 120UFC/ml. De acuerdo a esta altima dilucion (1:5000), él No. de UFC en los
medios con o sin aditivo de enriquecimiento no fue satisfactorio por lo que se descartd
dicha dilucién.

¢) Tiempo de desarrollo: Se determino utilizandoe el tiernpo minimo en que las colonias
fueron observadas per microscopia.

En el medio de cultivo con suero de caballo se observo un No. total de colonias mayor en
comparacion con el medic OADC(Promedic de No. de colonias en el medio SC: 35.2 y en
QADC 33.4). En cambio el cultivo con liquido de ascitis se observd un No. total de
colonias de 84 y ain menor en los medios que tuvieron agua de coco como
eariquecimientos. El crecimiento en los cultivos con GADC y SC fue a partir de los nueve
dias, mientras que con el liquido de ascitis hasta los doce dias, y 15 dias para los cultivos
con agua de coco. Estos datos fueron reproducibles en diez ensayos. Graficas de Curvas de
crecimiento 1- 10.

Cuando se adicioné al medio de cultivo TL7H!1 (OADC) cada uno de estos
aditivos de enriquecimiento, se presentd un mayor numerae de colonias (Promedio del No.
total de colonias a los 21 dias de incubacion 35.8) en el medio OADC-SC ,obteniendose el
desarrollo a partir de los 7 dias, en comparacidn con ¢l cultive OADC solo (Promedio total
de colonias 31.8). Mientras que en los cultivos OADC-liquido de ascitis y OADC-agua de
coco que fue hasta los 9 dias.

El No. total de colonias hasta los 21 dias en estos dos Gltimos cultivos fue 23.4 para el
OADC-liquido de ascitis, y en el OADC- agua de coco 20.4. Graficas de curvas de
crecimiento, comparacion del TL7H11+ factores de enriquecimiento.

Posteriormente se establecié la tolerancia al aumento de la concentracion de

Anfotericina B en el medio de cultivo TL7H11-OADC., Por lo que se incrementd en un 25,
75 vy 100% la concentracion de este antibidtico sin disminucion significativa en €l No. de
colonias en los 5 ensayos realizados.
Para evaluar el medio con suero de cabalio en comparacion con el estandar se utilizaron
muestras clinicas. El aislamiento total (17/71) de acuerdo al tipo de muestra clinica fue del
24% de los cuales el 45% corresponden a expectoraciones. Los detalles de acuerdo a las
demds muestras se encuentran en la Tabla 1.
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UFC x 10° ml.
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aditivos de enriquecimiento
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UFC x 103 ml.

UFC x 10% mi.

Curvas de crecimiento con distintos

aditives de enriguecimiento
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UFC x 10 % ml.

UFC x 10/ ml,

Curvas de crecimiento con distintos
aditivas de ennquecimiento
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Curvas de crecimiento con distintos
aditivos de enriquecimiento
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Curvas de crecimiento con distintos
aditivos de enriquecimiento
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UFC x 10 ¥ ml.

UEC x 10 ¥ m.

EFECTO ADITIVO DE LOS ENRIQUECIMIENTOS
ENSAYO 1t
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UFC x 10t ml.

UFC x 10 % ml.
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UFC x 10 % ml,

UFC x 10 ¥ ml.

EFECTQ ADITIVO DE LOS ENRIQUECIMIENTOS
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UFC x 10 % m!.

EFECTQ ADITIVO DE LOS ENRIQUECIMIENTOS
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UFC x 10 ml.

35 -

30 -

25 —

20

15 —

10

—m— OADC + 87.5 ug/ml.
----O--—- QADC + 62.5 ug/mil.
QADC + 50 ug/ml.

Tolerancia al Aumento de la
Concentracion de Anfotericina B.
Ensayo 2

ADC + 100 ug/ml.

12 15 21
Dias




44

UFC x 107 ml.
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UFC x 107 ml.
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Tabia 1. Total de positivos de Mycobacterium tuberculosis de acuerdo al tipo de muestra.

Tipo de Muestras Clinicas No. de Positivos / Total % Positividad
Esputos 13/29 45 %
Lavados bronquiales 3/32 9.37%
Liquidos pleurales 0/2 -
L.C.R 0/2 -
Lavados gastricos 0/1 -
Orinas 0/4 -
Piel 1/1 100 %
=17/ 24 %

En la Tabla 2 se detallan los resultados en funcién del grado de positividad de la
baciloscopia. En las dos muestras con baciloscopia negativa pero cultivo positivo en los tres
medios (TL7H11.(OADC), OADC+SC y L-I), se observa que las dos muestras provienen
de lavados bronquiales por lo que son muestras pobres en bacilos en comparacion con las
expectoraciones.

Tabla 2. Resultados en Funcién del Grado de Positividad de la Baciloscopia.

Resultado de la No. total No. de casos positives en cultives
baciloscopia TL7HI1 TL7HIIASC L-J
Negativo 56 2(3.6%) | 2(3.6%) 1 2(3.6%)
+ 9 9(100%) | 9(100%) | 9(100%)
++ 0 0 0 ¢
+H+ 6 6(100%) [ 6(100%) | 6(100%)

Con lo que respecta a la Tabla 3 se observa el promedio de deteccion en dias de
acuerdo al tipo de muestra y medio de cultivo. El OADC+SC se tuvo un ahorro de tiempo
(11 dias) en comparacién con el TLTH11-OADC (14 dias) y el Lowenstein-Jensen (25
dias).
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Tabla 3. Resultados del tiempo promedio de deteccion [dias (rango)].

Muestra ( No. total ) TL7HI1 TL7H11+8C L-J
Expectoraciones (12) 14d (7-21) 11d (7-15) 25d ( 16-34)
Lavados bronquiales
(4) 10d ( 5-15) 9d (7-12) 27d (23-32)
Piel (1) 28¢* 21d* 43d*
Otros (9) 0 0 0

* Unica muestra resiembra a partir del cultivo 12B.
¢ Otros :Lavados gastricos, Liquidos pleurales, LCR y Orinas.

Porcentaje Acumulativo de Aislamientos Positivos de acuerdo
al tiempo de crecimiento en TL7H11, TL7H11+SC y L-J.

1004 N OADC
.___ TOQADC+SC
1 .- L-J

80 - i
!
\
60 - |
40 - ’
| 1
20 - 1
' |
0 : A

T
10-14

1519  20-24  25-29 >30
Tiempo de Deteccidn (Dias)
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Fotografia 3. Microcoionia de Mycobacterium tuberculosis de 12 dias en el medio
TL7H11 (QADC)-SC -20X.

Fotografia 4. Microcolonia de Mycobacterium tuberculosis de 15 dias en el medio
TL7H11{0OADC)-SC -20X
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Fotografia 5. Microcolonia de Mycobacterium tuberculosis de 9 dias en el medio TL7H11
(OADC) - 20X.

Fotografia 6. Microcolonia de Mycobacterium tuberculosis de 21 dias en TL7H11(OADC)
- 20X,
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APENDICE

Técnica de Zieﬁl - Neelsen

a) Fucsina fenicada:
Fucsina basica 3g
Alcohol etilico de 95°  100ml
Disclver por agitacion en un matraz aforado, agregando lemtamente
el alcohol, y afiadir 55 ml de fenol acuoso.

Fenol acuoso:
Feno! en cristales 100 g
Agua destilada 10 ml

Calentar en bafio maria hasta ia disolucién completa del fenol y enfriar.
Agitar y agregar agua destilada hasta completar 1L

Dejar reposar 24 horas y filtrar.

Filtrar una vez por semana.

b ) Azul de Metileno
Azul de metileno lg
Alcohol etilico 95° 100mi

Disolver por agitacion y agregar agua destilada hasta completar 1000 ml, filtrar.

¢) Solucion decolorante (alcohol - acido)
Acido clorhidrico 30ml
Alcohot etilico de 95° 970 ml

PROCEDIMIENTO

1) Se filtra el colorante de carbolfucsina para minimizar la formacion de cristales.

2} Cubrir toda la laminilla con el colorante filtrado. Calentar lentamente hasta que haya
emision de vapores por 5 minutos. Agregar mas colorante si se seca la lamtnilla.

3) Dejar enfriar.

4) Eliminar e} colorante y enjuagar brevemente con agua.

5} Decolorar con alcohol-acido.

6) Enjuagar con agua.

7) Cubrir con azu} de metileno y dejar reposar 1 minuto.

8) Enjuagar con agua.

9} Dejar secar ¢! frote al aire.

10) Examinar con objetivo de inmersion (100x).
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MEDIO DE LOWENSTEIN-JENSEN

La composicion del medio es la siguiente:

Fosfato monopotasico anhidro (KH;PO4) 240 g
Sulfato de Magnesio (Mg SO4. 7H:0) 024 g
Citrato de Magnesio 060g
L - asparagina 360 g
Glicerina bidestilada 12 ml
Agua destilada 600 m!
Huevos enteros frescos 1000 ml
Verde de malaguita at 2 % 20 ml

Disolver las tres primeras sales y la asparagina en 200 ml de agua destilada. Es
necesario calentar suavemente a bafio maria para la disolucion de la asparagina.

Filtrar en un matraz de 2000 mi. Adicionar la glicerina y el resto del agua destilada
hasta completar 600 ml. Esterilizar en el autoclave durante 15 minutos a 120°C, dejar
enfriar,

Colocar los huevos en una solucion de NaQH al 2 %, durante 1 hora, después
cepitlar uno por uno, se enjuagan con agua, y se colocan en alcohol durante 30 minutos.

Todo material de vidrio a emplear debe estar escrupulosamente limpio y enjuagado
antes de que sea esterilizado.
Quebrar los huevos uno a uno en un vaso estéril, observar que la yema este firme,
colocarlas en un matraz que contiene pedaceria de vidrio, agitar y filtrar con un embudo
que tiene gasas estériles y éste a su vez en una probeta graduada. Medir fa cantidad
sefialada anteriormente. Todo material debe ser estéril.

Vaciar los huevos homogeneizados en el matraz que contiene la solucion con sales,
asparagina y glicerina. Adicionar enseguida la solucion acuosa del 2 % de verde de
malaquita recién preparada y esterilizada. Mezclar bien agitando manualmente el matraz y
dejar reposar unos minutos para que las burbujas de aire contenidas en el medio asciendan a
ia superficie y se eliminen.

. - %
LyLf LY

SRS S

BRI L ]
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Para la filtracion del medio se emplea un percolador con la parte superior cubierta
con doble capa de gasa. Al extremo del percolador se coloca un tubo de litex v a éste un
tubo de vidrio. Antes de envasar se coloca en el tubo de latex una pinza de Mohr. Vaciar el
medio de cultivo para filtrarlo a través de la gasa.

Distribuir el medio en tubos, en condiciones de esterilidad, abriendo y cerrando la
pinza de Mohr. La cantidad de medio en cada tubo debe ser suficiente para obtener, un
plano inclinado. Para ello es conveniente tener un tubo patrén marcado al nivel
correspondiente, Al distribuir, evitar la formacion de burbujas dejando escurnr ¢f medio de
cultivo por la pared intema del tubo.

Colocar en el coagulador los tubos, éste debe tener una temperatura de 85°C. El
tiempo de coaguiacion deberd contarse a partir del momento en que la temperatura interna
del equipo alcance los 85°C. La coagulacion debe hacerse durante un tiempo maximo de 50
minutos.

Terminando el tiempo de coagulacion, retirar los tubos evitando su enfriamiento
brusco. Una vez a temperatura ambiente llevarlos a la cidmara de cultivos a 37°C,
dejandolos durante 48 horas para controlar su esterilidad y eliminar el agua de
condensacién, los tapones deben quedar ligeramente flojos. Se guardan los tubos en
refrigeracion ajustando bien los tapones para evitar la desecacién.
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MEDIO DE CULTIVO MIDDLEBROOK TL7HIN

MIDDLEBROOK 7H11 MODIFICADO {capa deigada)

- Middlebrook 7H10 agar 18 gr
- Hidrolizado de caseina 1gr
- Glicerol 5 ml
- Agua destilada 900 ml

Preparacion de antibioticos  soluciones stock

. Ceftazidima: Adicionar 500 mg de Ceftazidima a 10 mi de regulador de fosfatos (pH
7), y guardar en alicuotas de 1 ml, adicionar 500 p !/ 500 ml de medio.

- Anfotericina B: Realizar una solucién de 200 mg de! antibiético en 10 ml de agua
destilada y guardar en alicuotas de ! ml. Adicionar 500 p1 a 500 ml de medio.

- Lactato de Trimetoprim: Realizar una solucion de 200 mg de! antibiético en 10 mt de
HC1 0.05 molar (calentar un poco antes de adicionar el agua al HCL). Guardar en alicuotas
de 1 ml. Adicionar 500 y 1a cada 500 mi de medio.

" Se cambi6 en antibidtico original Piperacilina por Ceftazidima. "

Guardar todas las sotuciones de antibidtico a -70°C.

Esterilizar en autoclave a 121°C por 10 minutos. Enfriar a una temperatura
aproximadamente de 50°C la base del medio. Adicionar 100 ml del enriquecimiento OADC
y los antibiéticos. Vaciar en cajas.
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Reactivo para Digestién y Descontaminacién de las Muestras

Hidroxido de Sodio 4% 30 ml
Citrato trisodico . 3H,O 0.1 M (2.94%) 50 ml

N-acetil- L-cisteina 05¢g

Buffer de Fosfatos M/15 pH: 6.8

Solucion A
Fosfato disodico M/15 947g
Agua destilada 1000 ml
Solucion B
Fosfato monopotasico M/15 9.07g
Agua destilada 1060 ml

Preparar cada una de las soluciones por separado. Mezclar 625 mi de la solucion B

a 375 ml de la solucion A y ajustar el p H a 6.8. Esterilizar.
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