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"Si el numero de victimas cobradas por una enfermedad constituye la medida de

su importancia, entonces todas las enfermedades, especialmente las
enfermedades infecciosas mds temidas, como la plaga bubonica, el colera

asidtico, etc., deben colocarse muy atrds de la Tuberculosis’......

Robert Koch, 24 marzo, 1882
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RESUMEN

Existen diferentes métodos de decontaminacion de muestras pulmonares para el
diagndstico de micobacterias. EI Programa Nacional de Control (PNCTB) recomienda el
petroff modificado con solucién salina (PM SS), pero no existen evidencias
documentadas que avalen este método. El propdsito del estudio fue validar el PM SS
comparado con los recomendados por las normas internacionales. Se realizé un
estudio de validaciébn. Se analizaron 100 muestras pulmonares recibidas en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Tuberculosis del IPK de abril 2014-Enero 2017.
La muestra se dividi6 en 3 alicuotas y se decontaminaron por 3 métodos;
posteriormente se inocularon en los medios de cultivo solido y liquido. Se compararon
los resultados del cultivo en cuanto a: tiempo de deteccion de crecimiento (TDC), tasa
de contaminacién (TC) y % de positividad, ademas se calcularon indicadores de
desempefio (ID). Se compard el PM SS y petroff modificado con solucion tampén en
Léwenstein Jensen: el TDC, % de positividad y TC se comporté de forma similar y la
sensibilidad (93,75%), concordancia (96,47%) e indice de youden (0,91) fueron
elevadas. Al comparar el PM SS con el N-Acetil-L-Cisteina, las variables no mostraron
diferencias significativas y los ID se comportaron por encima del 93%, para el medio
sélido y liquido. Se demostré que el PM SS puede ser utilizado para decontaminar
muestras pulmonares para el cultivo sélido y constituye un soporte para el PNCTB que
lo recomienda en la red de laboratorios de Cuba; ademas lo avala como alternativa
para su uso en el pretratamiento de las muestras pulmonares para el medio liquido

(Bact Alert 3D).
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I. INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad infecto-contagiosa causada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb). Esta enfermedad constituye un grave problema de
salud publica a nivel mundial y se reportan en paises en vias de desarrollado cerca de
un 95 % de casos nuevos y 98% defunciones anualmente (1).

Esta enfermedad afecta tipicamente al pulmoén (TB pulmonar), pero también puede
afectar a otros sitios (TB extrapulmonar). El agente causal (Mtb) se disemina al medio
ambiente a través de aerosoles que expulsan los pacientes infectados al toser, hablar,
cantar y reirse, los bacilos pueden permanecer infectantes en el aire durante un gran
periodo de tiempo Yy ser inhalados por otras personas. De un 5 -15% de las personas
infectadas con TB, desarrollan la enfermedad durante su vida. Sin embargo, la
probabilidad de desarrollar TB es mayor entre las personas infectadas con el VIH (virus
de la inmunodeficiencia humana) incrementando el riesgo de transmision de la
enfermedad (2) (3).

La TB es considerada como una de las 10 principales causas de muerte a nivel
mundial, situandose por encima del VIH/sida (sindrome de la inmunodeficiencia
adquirida). Durante el 2016 la OMS (Organizacion Mundial de la Salud) report6 6,3
millones de casos nuevos, 1,3 millones de personas no VIH fallecieron por esta
enfermedad y cerca 374 000 muertes entre los VIH positivos. De los casos TB MDR
(multidrogoresistente)/ RR (resistente a rifampicina), solo se reportaron 600 000 casos
nuevos con RR, 490 000 de ellos desarrollaron TB MDR, por lo que es necesario un
diagndstico oportuno para comenzar con el tratamiento adecuado, y lograr la curacion

de estos pacientes (4).
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El diagnéstico de la TB puede hacerse en forma confiable en el laboratorio
demostrando la presencia de bacilos en la muestra por medio de la baciloscopia (BK)
(diagnéstico presuntivo) y el cultivo (diagndstico confirmativo), el cual es més sensible
que la BK, pues detecta una menor concentracion bacilar (minimo de 10 bacterias
viables por mL (mililitro) de esputo). Por otro lado, es la prueba de oro para el
diagndstico confirmativo de la enfermedad y permite determinar la susceptibilidad a las
drogas antituberculosas (5) (6).

Mtb es de crecimiento lento (division celular de 24 - 48h), por lo que las colonias en el
medio sélido Léwenstein Jensen (LJ) comienzan hacerse visibles a partir de la tercera
0 cuarta semana de incubacion. A esto se le afiade que para realizar el procesamiento
de las muestras procedentes de sitios no estériles, es necesaria la decontaminacion
para eliminar la microbiota normal que impediria el desarrollo de las micobacterias, por
lo que el diagndstico es laborioso y demorado (7) (8).

La introduccién de nuevas técnicas en los laboratorios de micobacteriologia estan
encaminada a lograr el diagnéstico y deteccion de micobacterias en muestras clinicas
pulmonares y extrapulmonares en un menor tiempo. Durante las ultimas décadas, se
han desarrollado numerosos sistemas automatizados para la deteccion del crecimiento
de diferentes microorganismos en medio liquido. Algunos de estos sistemas estan
basados en la deteccion del crecimiento a través de métodos radiométricos como el
BACTEC 460; en métodos colorimétricos para detectar la produccion de CO; (didxido
de carbono) como BacT ALERT 3D, y algunos utilizan sensores de presion o métodos
fluorométricos para determinar el consumo de oxigeno, como el sistema de cultivo ESP

'y BACTEC MGIT 960. La mayoria de estos sistemas automatizados presentan
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tiempos de deteccidn similares y no necesitan de ninguna instrumentacion por parte del
operador (9-11).

Para el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de Tuberculosis, Lepra y
Micobacterias (LNRI-TBLM) y el Programa Nacional de Control de la TB (PNCTB) de
Cuba constituye una prioridad contar con herramientas que permitan el diagndstico
acelerado de la TB, sobre todo en pacientes con BK negativa y pacientes VIH positivos.
El LNRI-TBLM dispone del sistema automatizado Bact ALERT 3D para el cultivo de
micobacterias. Este sistema es altamente sensible y no invasivo. Como método de
decontaminacion de las muestras no estériles, utiliza el N-acetil-L-cisteina (NALC)-
hidréxido de sodio, segun lo recomendado por el fabricante, pero esta resulta muy caro
para paises de bajos y medianos recursos econdmicos (12-14). Para el aislamiento
primario y recuperacion de las micobacterias se recomienda por las normas
internacionales, el uso del medio sélido convencional (LJ) junto con otros sistemas
automatizados que utilizan medio de cultivo liquido, como el Bact ALERT 3D (15).
Existen otros métodos de decontaminacion para el procesamiento de las muestras
pulmonares para el cultivo, que pueden ser utilizados segun los recursos de cada
laboratorio. Entre ellos podemos citar, el Petroff modificado utilizando como
neutralizante soluciéon tampén (PM ST) con pH 6,8 (6), Petroff modificado con solucion
salina (PM SS), el de agitacién y precipitacion lenta de Valdivia, Kudoh-Ogawa, entre

otros (14).
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En la red de laboratorios de TB de Cuba se utiliza como medio de cultivo para
micobacterias el LJ, sin embargo, en el LNRI-TBLM del IPK est& disponible también el
cultivo liquido (por el sistema Bact Alert 3D). Para la decontaminacion de las muestras
pulmonares se recomienda por el PNCTB el uso el PM SS, antes de la inoculacion a
ambos métodos de cultivo. Sin embargo, en Cuba, no existen evidencias
documentadas de la concordancia de este método con los recomendados por las
normas internacionales, ademas hasta la fecha no se habia podido validar el método
(PM SS) por falta de insumos y reactivos necesarios. El LNRITBLM esté inmerso en la
implementacion de un sistema de gestion de calidad. Como exigencia propia del
laboratorio, se propuso realizar este estudio para poder disponer de evidencias
objetivas que avalen el uso del PM SS, y que este cumpla con los requisitos para el uso

especifico propuesto.
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I1. OBJETIVOS

Validar el método de decontaminacion de Petroff modificado con soluciéon salina

en muestras pulmonares de pacientes sintomaticos respiratorios.

Comparar el método de Petroff modificado con solucién salina con el método de

N-Acetil-L-Cisteina en medio de cultivo sélido y liquido.
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lll.1. La tuberculosis a través de la historia

La historia de la TB es tan remota y tan larga, que la mas somera referencia a sus hitos
mayores llenaria todo un articulo en la més prestigiosa revista meédica. Se han
encontrado lesiones tuberculosas en momias egipcias de las dinastias mas antiguas,
alrededor de 5000 afios a. C. (16). El esqueleto momificado de Ammon, 1000 afios a.
C. evidencid con sus deformidades, la increible predileccién de esta dolencia por las
estructuras 6seas. De tal forma el axioma “Las Momias Egipcias Contaron la Historia”,
es la realidad inexorable de una enfermedad que no distinguié entre estratos sociales,
rangos, actividades, fama o fortuna (17) (18).

Comenzando el siglo XIX aparecen las figuras de dos grandes médicos, amigos entre
si y ambos padecian de TB: Teophile Hyacinthe Laennec (1781-1826) y Gaspard
Laurent Bayle (1774-1816). Laennec, el célebre patdlogo francés que inventd el
estetoscopio en 1819, realiz6 sin aprensiones minuciosas autopsias a los tuberculosos
y concluyd que el tubérculo constituia un signo de la enfermedad, por lo que
dondequiera que hubiera tubérculos habia TB, lo que dio lugar a que posteriormente
comenzara a llamarse de esa manera, convirtiéndolo en un gran pionero en el campo
de esta patologia, con magnificas descripciones que se han hecho clasica en la
actualidad. Por su parte, Bayle desarroll6 el concepto moderno de la TB como un
proceso mérbido progresivo, luego de concluir casi un millar de autopsias (2) (18) (19)
(20).

Si bien en la historia de las investigaciones etioldgicas de la TB el mérito mayor se le
atribuye a Robert Koch, el propio cientifico reconocio predecesores y contemporaneos

gue realizaron valiosos aportes. En 1720, Benjamin Merton postuld en “A new theory of
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consumption” (La nueva teoria de consumo), que la TB pudiera ser causada por
“‘diminutas criaturas”. En 1784 Natalio Saliceto anuncio la transmision aérea de la
enfermedad utilizando una frase de Rousseau: “Los hombres se envenenan
mutuamente al aglomerarse”. En 1840 Jakob Henle postul6 magistralmente el origen
animado de las infecciones y establecié algunas bases para la identificacion de los
microorganismos. Ya en 1857, Buhl, tras un exhaustivo estudio anatomo-patologico de
la forma diseminada de la enfermedad (miliar), concluy6 que era de caracter infeccioso.
El cirujano militar francés Jean Antoine Villemin (1827-1892) publicé en 1865 sus
trabajos sobre conejos inoculados con material tuberculoso y afirmé que la “TB era una
enfermedad especifica y su causa un agente inoculable” (21).

El 24 de marzo de 1882, en Berlin durante la histérica reunion de la Sociedad de
Fisiologia, Robert Koch dio a conocer el descubrimiento del bacilo tuberculoso. Su
discurso, publicado el 10 de abril en la pagina 21 del Berliner Klinischen Wochenschrift,
constituye uno de los “clasicos” de la microbiologia (21-23). Semanas después, Paul
Ehrlich, reconoci6 y publicd el caracter acido-alcohol resistente del bacilo y cre6 la
tincion que posibilitd el método diagndstico de la BK. EI hombramiento de tincion de
“Ziehl-Neelsen” (ZN) resulté una denominacion erronea a favor de Franz Ziehl y Karl
Adolf Neelsen, bacteridlogo y patdlogo alemanes (24).

Los franceses Albert Leon Charles Calmette (1863-1933) y Camille Guérin (1872-
1961), en 1921 iniciaron un cultivo con una cepa bovina, que tras ensayos sucesivos,
se aplico por primera vez en humanos en 1921, vacunando 120 recién nacidos con tres
dosis orales de 2 mg cada una, durante las dos primeras semanas de vida. Tres afios

después, en 1924, se iniciaba la administracion oficial en Francia. También, la
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tuberculina purificada por Koch en 1897 fue administrada por el médico francés Charles
Mantoux (1877-1947), lo cual permiti6 diferenciar entre individuos infectados y no
infectados (24).

La historia de la enfermedad dio un vuelco cuando en 1944 Albert Schatz,
Elizabeth Bugie y Selman Waksman anunciaron el descubrimiento de la estreptomicina,
en 1952 se incorporo la isoniazida y en 1957 la rifampicina (25).

En la década de los sesenta, Canetti y Grosset estudiaron la poblacion bacteriana
existente en las lesiones tuberculosas y la posibilidad de aparicion de
mutaciones espontdneas para cada farmaco. Asi, calcularon que es muy improbable
que el bacilo genere mutacion simultanea a mas de 2 farmacos y por ello los
tratamientos se administran con 3 0 4 medicamentos (26).

l1l.2. Epidemiologia de la Tuberculosis

La TB es una enfermedad infecciosa bacteriana producida por el complejo Mtb vy
constituye actualmente una enfermedad con una alta morbimortalidad. Aun en el siglo
XXI, continla recabando la atencién a nivel mundial, lo que hace que se planteen
grandes retos como el control de la misma y surjan nuevos problemas, como la
emergencia de la TB - MDR, por lo que la OMS ha desarrollado un programa especifico
y ambicioso que pretende su erradicacion para el afio 2050 (27).

Se estima que la tercera parte de la poblacibn mundial esta infectada por Mtb y que
antes de finalizar el presente siglo surgiran 90 millones de casos nuevos, con 30
millones de defunciones. La coinfeccién con el VIH, representa del 3 - 5 % de los

casos (27).
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La epidemia de TB alcanz6 su punto més alto a finales del siglo XVIII en Inglaterra, a
principios del siglo XIX en Europa occidental y a finales del siglo XIX en Europa
Oriental y América del Norte y del Sur, mientras que en muchas zonas de Asia y Africa
todavia no se ha alcanzado el pico de incidencia, aunque datos recientes de la OMS
sugieren gue esta ha podido comenzar a remitir también en estas regiones (14).

En el afio 2016 se estim6 una incidencia de TB de 10,4 millones de casos: 90% fueron
adultos, 65% mujeres y 10% pertenecieron a personas viviendo con HIV (74% en Africa
suhsahariana). El 56% del total de casos estimados fueron a expensas de 5 paises:
India, Indonesia, China, las Filipinas y Pakistan (4).

Dentro de las estrategias de la OMS para la eliminacion de la TB post 2015, se
encuentra: reducir las muertes en un 75% para el 2025 y en un 95% para el 2035, asi
como lograr la reduccioén de la tasa de incidencia de esta enfermedad en un 50% y 90%
para 2025 y 2035, respectivamente (28) .

[11.3. Situacién Epidemiolégica en Las Américas

Si bien es cierto que la TB es una enfermedad historica que ha disminuido su
incidencia de manera importante en los paises occidentales, debido a la mejora de las
condiciones sociales y econdmicas - insalubridad del medio, hacinamiento,
marginacion, habitos toxicos, etc, se la considera alin hoy como la primera causa de
mortalidad mundial en condiciones de pobreza y hacinamiento (29).

En general, la Region de las Américas esta progresando satisfactoriamente hacia las
metas mundiales del control de la TB. En los ultimos decenios se realizaron avances
importantes en el control de la TB, inicialmente con la estrategia del tratamiento

acortado estrictamente supervisado (DOTS, por sus siglas en ingles) y mas
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recientemente, con la estrategia Alto a la TB, que permitieron a la Regién alcanzar el
objetivo de reduccién del 50% de la prevalencia, ademas del objetivo de reduccién del
50% de la mortalidad por TB, mientras que la cobertura de tratamiento alcanzé niveles
por encima del 75%. A pesar de este logro, la TB persiste, especialmente en
poblaciones vulnerables debido a los factores subyacentes de pobreza, inequidad,
urbanizacion acelerada y alcoholismo, asi como a los nexos con otras enfermedades,
como la infeccidbn por el VIH/sida, diabetes y a la presencia de resistencia a
medicamentos, entre otros (30) (31).

En 2016, el total de casos notificados en la regién de las Américas fue de 222 746,
representando un 81% del total de casos estimados (273 574). Para los casos
coinfectados con VIH/TB solo se reporté el 68% (20 625) de los 30 483 de casos
estimados y solo se notifico el 46% (3 731) de los casos TB - MDR/RR. Ademas, se
estimé que 17 033 personas fallecieron por TB (todas las formas), de ellas 6 267 con
coinfeccion VIH/TB (4).

l1l.4. Evolucion de la tuberculosis en Cuba

En nuestro pais, la evolucion de la TB de 1971 a 1991 mostr6 una tendencia
descendente como expresion del resultado de la lucha contra esta enfermedad, el
fortalecimiento del Sistema Nacional de Salud y las transformaciones socioeconémicas
operadas en el pais. El reto de PNCTB es lograr una incidencia anual de 1 bacilifero
por cada millon de habitantes, equivalente a una prevalencia de infeccion anual en la

poblacion general del 1 % (14).
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Para mejorar algunas deficiencias, el PNCTB actualizé el manejo de casos en funcién
de las nuevas pautas internacionales y se fortalecid el trabajo interprogramatico en
todos los niveles del sistema de salud (14).

El PNCTB en Cuba ha logrado disminuir la tasa de incidencia de la TB pero en los
tltimos afios mantiene un estancamiento en valores cercanos de 6,1 x 100 mil
habitantes. Debemos sefalar que la mortalidad por TB no constituye un problema ya
qgue en los ultimos 10 afos las tasas se han mantenido por debajo en 1 x 100 000
habitantes, no obstante se ha notado un ligero incremento de la mortalidad asociada al
VIH (14).

Cuba es el pais con mas baja tasa en América y con condiciones en su sistema de
salud para alcanzar la eliminacion de la TB. Sin embargo se debe sefialar que entre los
afos 2004 y 2012 la incidencia de TB en nifios menores de 15 afios se increment6 de
0,3 a 0,9 x 100 mil habitantes (32). EI comportamiento actual indica un detenimiento
del incremento de la enfermedad, al cierre de 2017 se registraron 659 casos nuevos y
54 recaidas, para una tasa de notificacion 6,3 x 100 mil habitantes, cifra similar a los
afos precedentes (33).
l1l.5. Taxonomia y caracteristicas generales de las micobacterias
[11.5.1. Taxonomia.

Las micobacterias pertenecen a la familia Mycobacteriaceae, esta incluida en el orden
Actinomicetales y posee un solo género: Mycobacterium, donde se encuentran mas de
100 especies acido-alcohol-resistentes. Las micobacterias en general varian mucho en
su morfologia, desde formas cocoides a largos filamentos, ocasionalmente forman

ramificaciones verdaderas que se observan en cultivos enriquecidos (34).
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[11.5.2. Caracteristicas generales de las micobacterias

111.5.2.1. Morfologia e identificacion

En los tejidos, los bacilos acido alcohol resistentes (BAAR) se observan como finas
estructuras rectas cilindricas que miden 0,4 X 3 pm, aproximadamente. En medios
artificiales se les identifica por tener formas cocoides y filamentosas, cuya morfologia
varia con la especie (34).

l11.5.2.2.Caracteristicas de las micobacterias

Las micobacterias son aerobios obligados y obtienen energia de la oxidacion de
muchos compuestos simples de carbono. La mayor tension de CO, intensifica la
proliferacion. Las actividades bioguimicas no son caracteristicas y la rapidez de
proliferacion es mucho menor que la de muchas bacterias. El tiempo “en que se
duplica” el numero de bacilos tuberculosos es de 18 h. Las formas saprdfitas tienden a
multiplicarse con mayor rapidez, proliferan satisfactoriamente a 22 a 33°C, producen
mas pigmento y tienen una propiedad acidorresistente menor que las formas patégenas
(34).

[11.5.2.3. Estructura de la pared celular

La pared de las micobacterias induce hipersensibilidad tardia y moderada resistencia a
la infecciébn y puede sustituir a la micobacteria integra en el medio aditivo o
coadyuvante de Freund (34).

A. Lipidos

Las micobacterias cuentan con abundantes lipidos; incluyen acidos micdlicos (acidos
grasos de cadena larga de 78 a 90 carbonos), ceras y fosfatidos. En la célula, los

lipidos en gran medida estan unidos a proteinas y polisacaridos. El dipéptido muramilo
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(proveniente del peptidoglucano) en combinacion con &acidos micolicos son los
responsables de la formacion de granulomas y los fosfolipidos inducen la necrosis
caseosa (34).

La composicion lipidica de la pared celular son los que dan la propiedad de &cido
alcohol resistencia. Por otro lado, el analisis de los lipidos por cromatografia gaseosa
indica caracteristicas que facilitan la clasificacion de especies diferentes. Las
subespecies o cepas virulentas de bacilos tuberculosos forman “cordones serpentinos”
microscopicos en que los bacilos acidorresistentes estan dispuestos en cadenas
paralelas. La formacion de cordones guarda relacion con la virulencia, de los bacilos
virulentos se ha extraido con éter de petréleo un “factor de cordén” (trehalosa 6,6'-
dimicolato) que inhibe la migracion de leucocitos, causa granulomas crénicos y a veces
actua como un “coadyuvante” o estimulante inmunolégico (34).

B. Proteinas

Cada tipo de micobacteria contiene proteinas que desencadenan la reaccion
tuberculinica. Las proteinas fijadas a una fraccion cérea, después de ser inyectadas
inducen sensibilidad a la tuberculina. También estimulan la formacion de diversos
anticuerpos (34).

C. Polisacaridos

Las micobacterias contienen diversos polisacéaridos, aunque no se ha dilucidado su
participacion en la patogenia de la enfermedad. Inducen el tipo de hipersensibilidad
inmediata y pueden actuar como antigenos en reacciones con suero de personas

infectadas (34).
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La composicibn de la pared bacteriana hace que la célula sea escasamente
permeable, lo que conlleva a la ineficacia de muchos agentes antimicrobianos,
ademas, la pared presenta unas caracteristicas tintoriales especiales como la
propiedad de resistencia a la decoloracion por acido alcohol, por la que se les llama
BAAR. Las bacterias del complejo Mtb pueden sobrevivir durante semanas o meses en
objetos inanimados siempre que no reciban luz solar, pero no puede replicarse si no se
encuentra en tejidos humanos o de otros animales de sangre caliente (35). Poseen una
importante resistencia a éacidos, alcalis y desinfectantes quimicos aunque mueren
facilmente si se superan los 65 °C al menos durante 30 minutos y por la accion de la luz
ultravioleta del sol. El frio o la desecacién no son eficaces para destruir el bacilo y viven

largo tiempo en el esputo seco (34).

, . Glucolipicos

Acidos
Micélicos

Lipoarabinomanano
(LAM)

Pared

Estructura de la pared de las micobacterias. Disponible en:

https://www.gooqgle.com/search?g=imagenes+de+pared+de+las+micobacterias&client=firefox-

b&tbm=isch&tbo=u&source=univ&sa=X&ved=0ahUKEwiBsuW 1jNvZAhWHUt8KHSzLBgq0QsAQ

1JQ&biw=1360&bih=631#imgrc=bLic6E2LcW{NVM
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l1l.6. Diagnostico de micobacterias

[11.6.1. Muestras clinicas

Para que el laboratorio pueda obtener resultados confiables es necesario que se
ejecuten las técnicas correctamente y que las muestras sean adecuadas,
entendiéndose como tal las que provienen del sitio de la lesion que se investiga,
obtenida en cantidad suficiente (3 - 5 mL), colocada en un envase de cierre hermético,
transparente y a prueba de fugas. La muestra debe de estar correctamente identificada
y conservada, ademas debe de transportarse al laboratorio para su procesamiento
antes de los 7 dias de haber sido recolectada, preferentemente antes de comenzar con
el tratamiento (5).

La muestra mas examinada es el esputo debido a que, la tuberculosis pulmonar es la
forma clinica mas frecuente. Sin embargo, dado que la enfermedad puede manifestarse
en cualquier 6rgano, con menor frecuencia puede requerirse la investigacion de
muestras muy variadas como: orina, liquido cefalorraquideo, liquido pleural, liquido
ascitico, sangre, pus de cavidades abiertas, biopsias, heces fecales (5).

lll. 6.2 Métodos presuntivos

lll. 6.2.1 Baciloscopia

La BK es una técnica sencilla, facil de realizar y constituye la herramienta de eleccion
para el diagnostico rapido y el control del tratamiento de la TB pulmonar, especialmente
en paises de alta carga. Sin embargo, su sensibilidad es baja, porque para que sea
positiva necesita de cinco mil a diez mil bacilos/mL de expectoracion para que tengan
un 50% de posibilidades de ser detectados al microscopio; sélo cuando el numero de

bacilos alcanza méas de 100 000 por mL, podemos esperar que las BK sean
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consistentemente positivas, siendo especialmente baja en los pacientes con VIH y en
nifios, poblaciones que constituyen la mayoria de casos de la enfermedad en gran
parte de los paises del Africa subsahariana (5) (36) (37).

lll. 6.2.2 Tinciones

La acido-alcohol resistencia es la propiedad que tienen las micobacterias de captar en
su pared fucsina fenicada (de color fucsia) o auramina (amarillo fluorescente) y
retenerla aun con la accién de decolorantes, como la mezcla de &cido y alcohol (5).

Las técnicas de coloracion se han mantenido sin modificaciones en el tiempo. La
tincion de ZN es la técnica comunmente usada en el diagnéstico de rutina, tiene una
sensibilidad del 74% y especificidad del 98% (38) (39).

Las micobacterias tienen la capacidad de unir en su superficie sustancias fluorescentes
como la auramina y rodamina, esta caracteristica ha permitido que puedan observarse
con en el microscopio de luz ultravioleta, emitiendo una fluorescencia amarillo o
naranja, dependiendo del filtro utilizado (40).

Con el desarrollo de las nuevas tecnologias en los laboratorios de micobacteriologia,
aparecio recientemente en el mercado el microscopio de fluorescencia LED (light
emitting diode, por sus siglas en inglés), el mismo utiliza una luz emitida por un diodo,
con un tiempo de vida util de hasta diez mil horas y no libera productos potencialmente
toxicos si se rompen. La OMS ha evaluado la eficacia de este método que mostré una
sensibilidad mayor comparada, con otras microscopias convencionales de luz o
fluorescentes, y recomienda en un futuro el reemplazo de las técnicas tradicionales por

esta tecnologia (15) (41) (42). Las ventajas de la microscopia de fluorescencia LED es
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gue son de menor costo, emiten luz en casi cualquier tipo de longitud de onda, es mas
sensible y rapida que la técnica convencional de ZN (43).

Las técnicas de coloracién son utilizadas de rutina por su facilidad, rapidez y alta
especificidad; sin embargo la sensibilidad es menor a la del cultivo, esta depende de
factores tales como: tipo de muestra, numero y concentracion de micobacterias, técnica
de coloracion utilizada, tiempo dedicado a la observacion, actitud y perseverancia del
microscopista ante una muestra sospechosa de TB (44).

lll. 6.2.3 Métodos decontaminacion para el tratamiento de las muestras clinicas.
Existen diferentes métodos que pueden ser utilizados segun los recursos econémicos
de los laboratorios a nivel mundial: Petroff Modificado con Solucién Salina (MP SS),
Petroff modificado con solucion tampén (PM ST), Método de precipitacion y agitacién
lenta de Valdivia, Kudoh Ogawa, NALC-NAOH, Petroff simple, Método del Acido
Sulfurico al 4%, entre otros.

lll. 6.3 Métodos confirmatorios

1. 6.3.1 Cultivo

111.6.3.1.1 Cultivo Bacteriolégico

El cultivo constituye la prueba de referencia para el diagnostico definitivo de la TB.
Mediante el cultivo, es posible aumentar la confirmacion del diagnostico de la
enfermedad del 15-20 % del total de casos y del 20 - 30 % de los pacientes con TB
pulmonar. Ademas, detecta a los enfermos de forma temprana, antes de volverse

infecciosos (45).
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Es importante siempre realizar el cultivo aunque la BK sea positiva, pues el valor
predictivo positivo de éste es superior al 90 %, ademas es la técnica que nos permite
identificar la especie, por tanto confirma fehacientemente el diagndstico (46).

Debido al crecimiento lento de las micobacterias, las colonias en el medio solido LJ,
comienzan hacerse visibles a partir de la tercera semana de incubacion, por lo que el
diagnostico es demorado y laborioso. El crecimiento de Mtb en medios de cultivo
micobacterianos tradicionales puede demorar entre dos y ocho semanas, o0 mas (47).
Sin embargo cuando se cultiva en medio liquido el tiempo de deteccion del crecimiento
es mas rapido (7). El Centro para el Control y la Prevencién de Enfermedades (CDC,
por sus siglas en inglés) recomienda el uso combinado del cultivo liquido y sélido para
el cultivo primario (7) (48).

[11.6.3.1.2. Cultivo automatizado

En las dltimas décadas se han desarrollado diferentes métodos automatizados para el
cultivo de micobacterias. Dentro de ellos se encuentra el Sistema Radiométrico
BACTEC-460®TB, MGIT (Mycobacterium growth indicador tube, por sus siglas en
ingles), Versa TREK, Bact/ALERT 3D, entre otros (45).

Los sistemas de deteccion de micobacterias MB/BacT y BacT ALERT 3D, utilizados
junto con el sistema BacT ALERT MP, proporcionan un sistema de deteccién de
microorganismos y un medio de cultivo con condiciones nutricionales y ambientales
adecuadas para recuperar especies de micobacterias aisladas habitualmente en

muestras no hematicas de pacientes (12).


http://www.cdc.gov/spanish
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El sistema Bact ALERT 3D para el diagnéstico rapido de micobacterias tiene una alta
sensibilidad y especificidad, es un sistema no invasivo, permite la monitorizacion y
deteccion rapida de forma sensible y confiable de las micobacterias en esputo, sangre
y otros liquidos corporales. Proporcionan un medio de cultivo con condiciones
nutricionales y ambientales adecuadas para recuperar especies de micobacterias
aisladas habitualmente en muestras no hematicas de pacientes. Como método de
decontaminacion para muestras procedentes de sitios no estériles utiliza el del N-
acetil-L-cisteina (NALC) hidroxido de sodio, segun lo recomendado por el fabricante,
pero tiene como inconveniente que es un reactivo muy caro para ser utilizado en paises
de bajos y medianos recursos econémicos (10) (12) (13).

El fundamento del equipo se basa en la presencia del sensor colorimétrico LES (Liquid
Emulsion Sensor, por sus siglas en ingles) de alta sensibilidad, ademas de la reflexion
de la luz para monitorear la presencia y produccién de CO,, derivado del metabolismo
bacteriano. A medida que se multiplican los microorganismos, el CO,, difunde a través
de la membrana semipermeable y forma iones H, produciendo cambio progresivo del
ph, resultando en un cambio de color de azul o verdoso a coloracion amarilla, que se
refleja en las unidades de reflactancia y en la grafica que construye el sistema. En el
momento de la deteccidn, el nimero aproximado de unidades formadoras de colonias
(ufc) por mililitro es de 10°%-10°. (9) (12) (49).

Otras de las ventajas del sistema se encuentran que es completamente automatizado,
reduce costos por aumento de productividad, el monitoreo de las botellas no es
invasivo, elimina el riesgo de contaminacion cruzada y permite detectar los casos

positivos de forma mas rapida, el volumen de muestra es flexible, mide objetivamente
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el crecimiento microbiano, identifica de forma inmediata las botellas presuntas positivas
por combinacion de alarmas audibles y visuales, la identificacién se realiza por codigo
de barras lo que permite la trazabilidad de las muestras, permite cargar, descargar y
localizar facilmente las botellas en el sistema (9) (49).

Estudios preliminares, han reportado tiempos de deteccion del crecimiento entre 11 y
13 dias como promedio para Mtb y de 2-3 dias para las micobacterias de crecimiento
rapido (9) (49). Aunque se han desarrollado técnicas moleculares, estos métodos aun
no han logrado sustituir a la deteccion, identificacion y prueba de sensibilidad
dependientes del cultivo (6).

[1l.7. Otras técnicas de identificacién

[11.7.1. Identificacion basada en inmunocromatografia

En los Ultimos afios se han desarrollado nuevas tecnologias encaminadas a acelerar y
simplificar la identificacion del complejo Mtb, a partir del crecimiento en medios sélidos
o liquidos. Actualmente, varias casas comerciales disponen de pruebas para la
identificacion rapida por ensayo de inmunocromatografia (SD Bioline TB Ag MPTeg,
Rapid Test, Corea y BD’'s MGIT TBc ID) que utilizan anticuerpos monoclonales contra
el antigeno (Ag) MPT64, presente solamente en este complejo. Estas técnicas son
faciles de realizar, la sensibilidad y especificidad son del 99 % y 100 %,
respectivamente. Por otro lado no requiere de personal altamente calificado, ni
equipamiento sofisticado para realizar la prueba. La aparicion de dos bandas color
fucsia (banda control y la banda de la muestra que se esta testando), evidencia un

resultado positivo al antigeno (50) (51).
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Determinacion de LAM Alere Determine™ TB LAM Ag: ofrece detectar el antigeno LAM
(lipoarabinomanano) en muestras de orina para ayudar al diagnéstico de TB mas
rapidamente que con los métodos tradicionales en personas VIH (+). Su sensibilidad
global en poblacion VIH (+) es de 21 a 54%, pero aumenta a 56% si el recuento de
CD4 es < 100, con una especificidad de 95% (52).

l1l.7.2. Técnicas moleculares para la identificacion de Micobacterias

Actualmente hay un gran desarrollo de nuevas metodologias para el diagndstico rapido
de TB y TB-MDR que, estan siendo evaluadas por su potencial utilidad clinica. Algunas
de ellas ya estan disponibles en el mercado (52).

Los métodos moleculares ofrecen varias ventajas sobre las técnicas convencionales
para la deteccién e identificacion rapida de cepas del complejo Mtb y de otras
micobacterias, como son: corto tiempo para obtener resultados (5 - 48 horas),
confianza y reproducibilidad. El uso de estos métodos moleculares mejora el manejo
del paciente y han sido recomendados por la OMS. Las desventajas de la técnica estan
dadas en los riesgos de contaminacién cruzada y que no resulta de utilidad en el
control de tratamiento, ya que no distingue entre bacilos viables y no viables (15).
[11.7.2.1. Ensayos con Sondas en Linea (LPA)

Los ensayos de LPA (Line Probe Assays, por sus siglas en inglés) son pruebas
moleculares que utilizan tiras reactivas de nitrocelulosa (tecnologia DNA Strip) que
contienen regiones moleculares parciales o sondas de los genes de resistencia en
estudio (52), dentro de ellas se encuentran:

Genotype®MDRTB plus (v 1.0 y 2.0): Esta prueba utiliza tiras reactivas que contienen

regiones moleculares parciales de los genes rpoB, katG e inhA fijadas sobre ellas,
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detectando asi mutaciones de resistencia a la rifampicina (rpoB) y las principales
mutaciones presentes en la resistencia a isoniacida (katG e inhA). Esta basada en una
PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) multiple de punto final. Realizada a partir
de muestra directa de esputo tiene una sensibilidad de 95,7% para rifampicina; 95,8%
para isoniacida y 95,3% para TB-MDR. La misma prueba molecular a partir de cultivos
tiene una sensibilidad de 100% para detectar resistencia a rifampicina ;97,5% para
isoniacida y 96,9% para TB-MDR (53).

Genoscholar TB-NTM+MDR: permite detectar la resistencia a rifampicina e isoniacida
identificando no solo al Complejo Mtb sino también a otras micobacterias como M.
avium, M. intracellulare y M. kansasii. Se puede utilizar en muestras directas de esputo
0 en cultivos positivos, con una sensibilidad de 98,9% para rifampicina y 61,6% para
isoniacida, y especificidad de 97,3% y 100% respectivamente (54).

Genotype MTBDRs/: .Esta prueba utiliza la misma tecnologia que Genotype®MDRTB
plus, con la diferencia que detecta las mutaciones mas frecuentemente asociadas a
resistencia a aminoglucosidos (AMG) y fluoroquinolonas (FQ), las dos familias de
farmacos de segunda linea cuya resistencia determina la presencia de TB
extremadamente resistente (TB-XDR). La sensibilidad global para detectar la TB-XDR

es cercana al 80% y se puede realizar desde muestra directa y cultivo positivos (55).
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marker line

Conjugate control - Conjugate control
MYC genus -
MTB complex -
MKA-1 -
MKA-2-
MKA-3 -

MXE -

MGO -

Mycrobacterium gernus
MTB complex

M. kansasii |

M. kansasii 11

M. kansasii 111, IV, V

M. xemopi

BNV AW N -

M. gordonae
MGV -

»

M. genavense
MSI -

e

M. simviac

MMU- 11 M. marinum+ M. wlcerans
MCE - 12 M. celatum

MAIS .13 MAIS complex

MAV . 14 M a

MIN-1 - 15 M. i Hlulare 1

MIN-2 - 16 M Telare 2

MSC-17 M. scrofulaccun

MMIL - 18 M. malmocnse

MHP - 19 M. hacmophilum
MCH-1 - 20 M. chelonae 1, 11, HIL IV
MCH-2-21 M. chelonae 111
MCH-3 - 22 M. chelonae 1

MPO - 23 M. fortuitum complex

MSM - 24 M. ssmegmmatis

Ejemplo de resultados de TSD de 5 cepas del complejo Mth. (1) cepa susceptible; (2) cepa
resistente a RIF con alto nivel de resistencia a la isoniacida; (3) cepa sensible a RIF y bajo nivel
de RIF a INH; (4) cepa resistente a RIF y un alto y bajo nivel de resistencia para INH; (5) cepa
resistente a RIF y con alto nivel de resistencia a INH.

l11.7.2.2. Amplificacién isotérmica de acidos nucleicos (LAMP, del inglés, Loop
Mediated Isothermal Amplification)

Se fundamenta en la nueva plataforma LAMP (Eiken Chemical Co. en Japdn). Esta
tecnologia amplifica un ADN diana bajo condiciones isotérmicas (alrededor de 65°C) y
esta disefiado para detectar visualmente ADN de muestras clinicas en menos de dos
horas, con un minimo de instrumentacién. No hay la necesidad de un paso previo de
desnaturalizacion de la doble cadena a su forma simple. La amplificacién y deteccion
se dan en el mismo micro tubo.

Un grupo experto de la OMS concuerda que esta tecnologia tiene potencial para ser
una herramienta diagndéstica rapida de TB, pero que la evidencia disponible de este

ensayo es insuficiente. Actualmente, en 14 regiones la OMS conduce estudios
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independientes para probar el ensayo, evaluando su factibilidad y costo-efectividad.

(15,56)

TTest de LAMP. Reacciones positiva en dos tubos de la derecha. Los dos tubos de la
izquierda son negativos. Adaptado de:
http://www.finddiagnostics.org/programs/tb/find _activities/lamp_assay.html.

l11.7.2.3. Prueba de amplificacién directa de Mtb. (AMTD, Amplified M. tuberculosis
Direct test, por sus siglas en inglés).

Esta prueba se realiza mediante la amplificacién isotérmica mediante una transcripcion
inversa (TMA) cuya secuencia diana es el gen 16S ARNr y la amplificacion se realiza
en un bloque térmico. Existen diversos sistemas comerciales; los mas utilizados son el
ensayo AMTD-2 y el “COBAS Amplicor M. tuberculosis test”. Este ultimo es un PCR
gue amplifica un fragmento de 584 pb del gen 16S ARNr, es totalmente automatizada,
puede realizarse directamente a partir de la muestra clinica y los resultados estan
disponibles entre 6 y 7 horas. La especificidad es aceptable tanto en muestras
respiratorias como extrapulmonares, sin embargo, la sensibilidad es variable, siendo
mas elevada en muestras pulmonares con BK positiva (88 - 100%) que en los
especimenes con BK negativa (50- 96%). En muestras extrapulmonares la sensibilidad

puede variar entre un 27% y 85% (15).


http://www.finddiagnostics.org/programs/tb/find_activities/lamp_assay.html
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[11.7.2.4. Tests clasicos para la amplificacion de acidos nucleicos (NAATs, del
inglés, Nucleic Acid Amplification Tests)

Desde inicios de los afios noventa, varias metodologias han sido publicadas para la
deteccion de Mtb con la prueba de PCR, usando cebadores oligonucleétidos para
amplificar un fragmento de ADN especifico para este microorganismo. Estos NAATs
pueden arrojar resultados en 3-6 horas e incluyen a aquellos comerciales y a los
‘hechos en casa”, basados en un protocolo desarrollado en un laboratorio no-
comercial. Cada NAATs usa un método diferente para amplifica regiones especificas
del acido nucleico del complejo Mtb. Incluyen el GenProbe Amplified M. tuberculosis
Direct test (AMTD), el Roche Amplicor MTB test, el Cobas Amplicor test, el Abbott LCx
test, y el BD-ProbeTec (SDA) test (57). Ninguno de estos ensayos ha sido aprobado
para la deteccién directa de Mtb de muestras extrapulmonares. Aunque toda esta
tecnologia es rapida y ha demostrado excelente especificidad, su desempefio puede
variar y todavia su sensibilidad no iguala a la de los métodos basados en el cultivo,
especialmente para muestras con BK negativa (52).

l11.7.3 GeneXpert MTB/ RIF (Xpert MTB/ RIF)

De las numerosas pruebas disponibles de amplificacién de acidos nucleicos para el
diagndstico de TB, la prueba de Xpert MTB/ RIF (Cepheid, EE. UU.), es una de las mas
ampliamente evaluadas y que la OMS ha recomendado para su empleo en la deteccion
del complejo Mtb y su susceptibilidad a la RIF, basandose en su sensibilidad (95%),
especificidad (98%), simplicidad técnica y rapidez (58-60).

Puede proporcionar resultados en menos de 2 horas. La OMS recomendd su uso en

diciembre del 2010, para el diagnéstico de tuberculosis pulmonar en adultos y en la
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actualidad, esta promoviendo la introduccion global de esta tecnologia (15). Desde
2013, también se ha recomendado para su uso en nifios y para diagnosticar formas
especificas de TB extrapulmonar, como las biopsias de ganglios y liquido
cefalorraquideo. Esta prueba tiene mejor precision que la microscopia de frotis de
esputo (4).

[11.7.3.1 Gene Xpert Omni

Esta prueba utiliza la tecnologia Xpert en un equipo portable para un solo cartucho, un
dispositivo mévil y baterias recargables. Esta indicado para ser empleado en lugares
alejados, sin acceso a hospitales y laboratorios, o en centros de salud (52).

l11.7.3.2. Xpert MTB/ RIF Ultra (Xpert Ultra)

El ensayo Xpert Ultra fue desarrollado para superar la sensibilidad de Xpert MTB/ RIF
en la deteccion de tuberculosis pulmonar y la precision para la deteccion de resistencia
a la rifampicina. La sensibilidad mejorada de este ensayo deberia permitir un
tratamiento mas basado en la evidencia, la toma de decisiones en etapas tempranas de
la enfermedad, incluso en personas con VIH que puede tener una alta morbilidad y
mortalidad por TB a pesar de las cargas bacilares relativamente bajas en el esputo
(61).

El Xpert MTB/RIF tiene un limite de deteccion de 130 ufc/mL, en cambio en el Xpert
MTB/ RIF Ultra se han mejorado los software y se realiz6 la recalibracion del sistema
optico para lograr disminuir el limite de deteccion a 10 ufc/mL, un nivel que es similar o
mejor que el del cultivo liquido. Se espera llegar a una sensibilidad mayor al 90%, con

una especificidad de 100% en pacientes BK negativos con cultivos positivos (52).
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[11.7.3.3. XPERT XDR

Esta prueba todavia esta en desarrollo y evaluacion, permitird la deteccion de genes de
resistencia para isoniacida, fluoroquinolonas y aminoglicosidos. Estaria recomendado
para pacientes que tengan un resultado positivo de TB-RR con el Xpert MTB/RIF o
Xpert MTB/RIF ultra (52).

l11.7.4. Secuenciacion del genoma completo (WGS)

Técnica que compara el genoma del bacilo con bases de datos que contienen todos los
marcadores de resistencia conocidos. En teoria, al identificar cualquier mutacién de
resistencia podria realizarse un tratamiento mas adecuado del paciente. El atractivo de
WGS para Mtb (y otros patégenos) radica en la cantidad de datos proporcionados; con
una prueba, un organismo puede ser identificado, detectar mutaciones de resistencia y
la cepa se puede colocar en el contexto de la epidemiologia local. La sensibilidad de
WGS para predecir la resistencia es mas alta para isoniacida y rifampicina en 92,8% y
96,2% respectivamente. En cambio, la sensibilidad de WGS para la resistencia a
pirazinamida es de solo 70,9%. La especificidad del WGS es mayor para isoniacida y
rifampicina (100% y 98,1% respectivamente) pero para otras drogas como el etambutol,

es menor (81,7%) (52).
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IV.1. Definicion del universo y muestra de estudio

Se realizé un estudio de validacion. El universo estuvo conformado por todas las
muestras pulmonares de pacientes con sintomatologia respiratoria por mas de 21 dias,
recibidas en el LNRITBLM- IPK, durante el periodo comprendido entre Abril 2016 -
Enero 2017. Se excluyeron del estudio las muestras derramadas o no identificadas
adecuadamente y las que el volumen fuera inferior a 6 mL.

IV.2. Elaboracion de medio de Cultivo Léwenstein Jensen (LJ) (descrito en el

anexo 1)

IV.3. Procesamiento de las muestras (Ver Anexo 2):

Las muestras una vez que llegaron al laboratorio fueron procesadas segun los
procedimientos técnicos de operacién del laboratorio (descrito debajo).

Primeramente se realiz6 BK. Posteriormente la muestra se dividié en 3 alicuotas: para
realizar la validacién del método de decontaminaciéon de PM SS (comparado con el PM
ST); y la comparacion entre el método PM SS y el del N — Acetil — L - Cisteina hidroxido
de sodio (NALC). Luego de procesadas las muestras por los 3 métodos de
decontaminacion se inocularon en el medio de cultivo solido y liquido (Bact ALERT 3D).
IV.3.1. Procedimiento de la Baciloscopia

IV.3.1.1. Extensién de la [dAmina: Se tomo la particula Gtil de la muestra y se realizé la
extension en la lamina portaobjeto con movimientos horizontales, sin tocar los bordes,
gue ocupo el 2/3 de la lamina. Se dejo secar al aire y posteriormente se fij6 en el

mechero de Bunsen.
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IV.3.1.2. Tincién de Zielh Neelsen:
e Se adicioné fucsina basica de ZN y se aplico calor hasta la emision de vapores
dejandose actuar por 5 minutos y se enjuagé con agua.
e Se decolor6 con alcohol acido al 3% por 2 minutos y se enjuagé con agua.
e Se aplico el azul de metileno al 0,1% por 45 segundos a 1 minuto y se enjuago
con agua.
e Se dejo secar al aire.

IV.3.1.3. Codificacion de la lamina: Se realizdé segun el nimero de BAAR vistos en 4

lineas.
No. BAAR. Codificacion.
Ningun BAAR en las cuatro lineas 0
De 1 a5 BAAR en las cuatro lineas recorridas El propio numero
De 6 a 25 BAAR en las cuatro lineas recorridas 6

25 0 mas BAAR en las cuatro lineas recorridas

7
25 0 méas BAAR en una linea recorrida 8
9

BAAR en la mayoria de los campos

IV.3.2. Procesamiento y cultivo de las muestras

IV.3.2.1. Procedimiento para la validacion del método de Petroff modificado con
solucion salina.

Para la validacion del método se realiz6 la decontaminacion de las muestras utilizando
como agente neutralizante la solucion salina fisioldgica y con la solucion tampon (que

recomienda la OMS y OPS) (6) (14)
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IV.3.2.1.1 Decontaminaciéon por el método de Petroff modificado con solucién

salina (14).

Por cada 2 mL de muestra, se adiciono 2 mL de NaOH al 4%.

Se homogenizé exhaustivamente (vortex).

Se dejoé reposar durante 15 minutos a temperatura ambiente y se agitd
ocasionalmente.

Posteriormente se centrifugd a 3000 gravedades (g) durante 15 min y luego se
decanto el sobrenadante.

Se agregd 15 mL de solucion salina fisiolégica y se centrifugé nuevamente a
3000 x g durante 15 min y se decanto el sobrenadante.

Se resuspendio el sedimento en 2 mL de solucion salina fisiolégica.

IV.3.2.1.2. Decontaminacidon por el método de Petroff modificado con solucién

tampdn (6).

A 2 mL de esputo se le adicioné 2 mL de NaOH 4%.

Se homogeniz6 exhaustivamente (vortex).

Se dejo actuar diez minutos.

Posteriormente se centrifugd 15 minutos a 3000 g a 25 - 35°C. Se dejo reposar
cinco minutos. El tiempo total de contacto con el NaOH 4 % no debe sobrepasar
los 30 minutos y descartar el sobrenadante.

Se agrego 15 mL de solucién tampon (pH 6,8) y posteriormente se agitd en
vortex por unos segundos.

Se centrifugd 15 minutos a 3000 g a 25 - 35°C, se dejo reposar cinco minutos y

se descant6 el sobrenadante
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Se resuspendi6 el sedimento en 2 mL de solucion tampon.

IV.3.2.1.3. Decontaminacion de las muestras por el método del NALC (Ver Anexo

3) (62-65).

En un tubo de centrifuga estéril de 50 mL se adiciono un volumen de 5 — 10 mL
de esputo y una cantidad igual de reactivo descontaminante.

Se homogeniz6 exhaustivamente (vortex) de 30 segundos a un minuto y se dejo
actuar durante 15 a 45 minutos a temperatura ambiente.

Se afiadio un volumen equivalente del reactivo R3 y se mezclé.

Se centrifug6 a 3000 g durante 20 minutos y posteriormente de decanto el
sobrenadante.

Se resuspendi6 el sedimento en 1 — 2 mL del reactivo R4.

Una vez procesadas las muestras por los diferentes métodos de descontaminacion se

procedio a la inoculacion en los medios de cultivo solido y liquido.

IV.3.2.1.4. Cultivo en medio sb6lido Lowenstein Jensen (LJ):

1.

2.

Se inocul6 0,2 mL en dos tubos de LJ y se incub6 a 37°C.

Se realiz6 la lectura semanal por ocho semanas. En los tubos donde se observo
crecimiento se le realizo tincién de ZN para confirmar la presencia de BAAR.

En el caso que la tincién dio positiva a BAAR se realiz6 la codificacion del
cultivo, segun el nimero de colonias presentes en el cultivo, como se muestra

en la tabla.
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No. de colonias. Codificacion.
Ninguna. Negativo

1-5 El propio numero
6-24 6

25-100 7

Mas de 100 8

Crecimiento confluente | 9

4. Posteriormente se procedié a la identificacion en especie utilizando el tira SD
BIOLINE, ensayo inmunocromatografico para la deteccion del Ag MPTg,4 (presente solo
en el complejo Mtb).

IV.3.2.1.5. Cultivo en Medio Liquido (Sistema automatizado Bact ALERT 3D).

1. Se decontaming la parte superior de la botella MP con alcohol al 70%. Se
adicion6é con jeringa estéril 0,5 mL del antibiotico liofilizado reconstituido
previamente en 10 mL del fluido de reconstitucion, segun las instrucciones del
fabricante (12,13).

2. Una vez procesadas las muestras por los tres métodos de decontaminacién, por
cada uno se inocul6 simultineamente con jeringuilla estéril 0,5 mL de la muestra
previamente descontaminada y se descontamind nuevamente la parte superior
de la botella MP con alcohol al 70%.

3. Se cargo al equipo Bact/ ALERT 3D.

4. De las botellas presuntas positivas detectadas por el equipo, se extrajo un mL de
la botella y se transfirid a un tubo con tapa de rosca de 15 mL y se centrifug6 a

3000 g por 15 minutos.
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5. Se decant6 el sobrenadante y del sedimento se realiz6 una tincion de ZN para
confirmar la presencia de BAAR.

En los casos donde se confirmd la presencia de BAAR se procedi6 a realizar la tira SD
BIOLINE, para diferenciar Mtb de las micobacterias no tuberculosas (MNT). En los
casos donde la tincién fue negativa, se transfirié 0,2 mL de la botella a un tubo de LJ y
se incubd a 37°C por cuatro semanas. Si en ese tiempo no se obtuvo crecimiento se
defini6 como negativo el cultivo. De haber crecimiento, se realizé la tincién de ZN, si se
confirmo la presencia de BAAR se procedio a realizar la tira SD BIOLINE.

IV.4. Procedimiento para realizar |la tira SD BIOLINE (Anexo 4) (66)

Procedimiento de la prueba: Se adicionaron 100 pL de la botella MP presunta
positiva a micobacterias o 100 pL de la suspensién bacteriana o fluido de condensacién
en la ventana de la tira para inocular la muestra y se esperé 15 minutos para dar el
resultado final.
Interpretacion de la prueba.
- Resultado negativo: La presencia de una sola banda (banda control).
- Resultado positivo: La presencia de las dos bandas (banda control y la banda en
la seccion derecha de la ventana).
- Invalidacion de la prueba: cuando no aparece ninguna banda y/o cuando no
aparece la banda control, en este caso se repitio la prueba.

IV.5. Procesamiento de los datos: Se recogio la informacién y confeccioné una base

de datos en el programa Microsoft EXCEL XP. Se realizaron las tablas utilizando el
mismo programa estadistico. Los resultados se presentaron en tablas de frecuencia y

se elaboraron tablas de contingencia entre variables.
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IV.5.1. Andlisis _de la informacién: Para el andlisis estadistico de los resultados y

céalculo de los parametros de desempefio del método del Petroff modificado utilizando
solucion salina como agente neutralizante, se utilizd6 el programa para analisis
epidemiologico de datos tabulados EpiDATA (por sus siglas en inglés), version 3.1
(EpiData Association, Dinamarca), con un intervalo de confianza del 95%. Para el
calculo de los indicadores de desempefio no se incluyeron los cultivos contaminados.

IV.6. Aspectos éticos: El protocolo de investigacion fue evaluado y aprobado por la

Comision Cientifica Especializada de Microbiologia (36-17) y el Comité de Etica de
Investigacion-IPK (Cédigo de aprobacion: CEI-IPK 95-17). En el manejo de las
muestras y aislados clinicos se tuvieron en cuenta varios aspectos éticos. Por el tipo de
estudio que se realiz6 no se requirid de consentimiento informado de los pacientes que
intervinieron en el estudio. El trabajo se llevd a cabo en gabinetes de seguridad clase Il,
segun las normas y procedimientos del laboratorio para el trabajo con micobacterias.
De esta manera, se impidio la liberacion de microorganismos patégenos al exterior, por
lo que dicho trabajo no representa riesgos para la comunidad donde se encuentra
enclavado el laboratorio. El personal médico, que atiende a los pacientes con TB, tuvo
derecho a conocer los resultados derivados del diagnostico. Los nombres de los
pacientes involucrados se mantuvieron de manera confidencial. El personal encargado
tiene conocimiento suficiente de las normas de bioseguridad en el manejo de muestras.

En el Anexo 4 se muestra el flujograma de trabajo que se siguioé en la investigacion.
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Una de las principales prioridades de los Programas Nacionales de Control de la TB a
nivel mundial es la deteccion oportuna de los casos de TB (67). El diagnostico de esta
enfermedad es un paso importante para comenzar el tratamiento adecuado,
implementar medidas y lograr un control epidemiolégico efectivo (68).

Del total de muestras recibidas en el LNRITBLM para el diagnostico de micobacterias,
solo 100 se incluyeron en el estudio. EI mayor niumero de muestras estudiadas
correspondieron a esputos 94 (94%), seguidas de lavados bronquiales 4 (4%),
secrecion bronquial 1 (1%) y broncoscopia 1 (1%). El 87% (87) de las muestras
procesadas correspondieron a pacientes VIH.

La TB es la enfermedad oportunista mas comun entre los pacientes infectados con el
VIH y la de mayor morbimortalidad entre las enfermedades infecciosas (3) (69) (70). El
riesgo de un individuo sin VIH de desarrollar TB puede variar de 5-15% en toda la vida,
mientras que en aquellos con coinfeccion VIH/TB aumenta a 50% durante la vida (3).
Esta enfermedad es muy dificil de detectar en las personas seropositivas al VIH, lo que
puede contribuye a retrasar el diagndstico. El duo VIH/TB sigue siendo uno de los
mayores problemas de salud a nivel mundial y amenazan los programas de control de
ambas enfermedades (2) (71).

La TB y el VIH poseen un sinergismo mortal. La infeccién viral conduce a la
declinacion de los linfocitos T CD4 que son de crucial importancia en iniciar y mantener
la respuesta inmune, por lo que promueve la progresiéon de una infeccion por TB
reciente o latente. Por otro lado, la TB acelera la evolucion VIH al aumentar la carga
viral e incrementa la progresion SIDA. Al existir un mayor niumero de casos de VIH/TB

aumenta el riesgo de transmision y la mortalidad por TB en la comunidad e incrementa
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la demanda al sistema de salud, favoreciendo el desarrollo de formas de TB
extrapulmonar y de los pacientes con manifestaciones respiratorias BK negativa (2) (3)
(70).

Para la validacion el método de Petroff modificado con solucion salina (PM SS) contra
el Petroff modificado con solucion tampén (PM ST), se compararon: el tiempo de
deteccion de crecimiento (TDC), porciento (%) de positividad a micobacterias y la tasa
de contaminacion (TC). El TDC y el % de positividad se comportaron de forma similar
para las muestras decontaminadas con PM SSy PM ST. La TC fue ligeramente menor
utilizando el PM SS (9%) comparado con el PM ST, siendo esta diferencia no
significativa estadisticamente (p=0,8183). Tabla 1.

Tabla 1. Comparacion de los resultados del cultivo sélido en Léwenstein Jensen
utilizando el método de decontaminacion de Petroff modificado con solucion salina y

Petroff modificado con solucion tampon. LNRITBLM, IPK. 2012 — 2017.

Método de Petroff Modificado

Variables Solucién Solucién P
Salina Tampon

Tiempo de deteccion de crecimiento 33,7 dias 33,6 dias 0,4985

% positividad a micobacterias 17 16 1,000

% tasa de Contaminacion 9 11 0,8137

Al tomar la prueba de comparacion de medias en el supuesto de que las varianzas son
iguales se concluy6 que el TDC promedio para el cultivo sélido utilizando el PM SS y
PM BF no son significativamente distintas (p=0,9358).

Se encontraron escasos reportes en la literatura que comparen el MP SS y PM BF en

medio sdlido, por lo que este estudio constituye un aporte al conocimiento en esta
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tematica. Lo resultados de este trabajo son similares a lo reportado por Martinez y cols
en el afio 2014, que utilizé el PM SS y obtuvo un TDC promedio de 33,577 dias para el
LJ, pero abarcé mayor numero y varios tipos de muestras clinicas, incluyendo las
extrapulmonares y no incluyd otros métodos de decontaminacion (72), por lo que la
comparacién pudiera tener sesgo en la comparacion.

En cuanto al porcentaje de aislados, aunque no existieron diferencias estadisticamente
significativas, se obtuvo 1 aislado mas utilizando el PM SS en comparacion con el PM
BF, similares resultados a los obtenidos por Chaudhary y cols, en el 2013, que evalud
estos dos métodos a partir de 50 muestras BK positiva y obtuvo mejores resultados
para la recuperacion de Mtb con el PM SS (73).

En cuanto a la TC, los resultados de este trabajo son inferiores a los alcanzados por
Tripathi y cols en el 2014, en una investigacion conducida en la India, donde se
estudiaron 225 muestras pulmonares y obtuvo un 12% de contaminacion con el PM SS
(74) y similares a los resultados de Chaudhary y cols en el 2013 que obtuvieron un
8,3% (73).

Se ha reportado que el uso de métodos de decontaminacién con concentraciones
superiores al 4% reduce eficientemente las tasas de contaminacion bacteriana, pero
puede eliminar las micobacterias presentes en la muestra y por consiguiente dar como
resultados falsos negativos en el cultivo (75). Se considera aceptable en un laboratorio
de micobacterias una TC entre 3% - 5% para el medio solido y de 8%-9% para el

cultivo liquido. (8) (76).
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Los indicadores de desempefio, utilizando del PM SS comparado con el PM ST, que se
obtuvieron en este estudio fueron superiores al 93%: sensibilidad 93,75%, especificidad
97,10% y concordancia 96,47%. El indice de youden fue mayor de 0,75 (0,91). Tabla 2.
Tabla 2. Indicadores del método de decontaminacion de Petroff modificado con

solucion salina en el medio soélido Lowenstein Jensen. LNRITBLM, IPK. 2012 — 2017.

Petroff Modificado

Indicadores Solucion salina
Sensibilidad (%) 93,75%
Especificidad (%) 97,10%
Concordancia (%) 96,47%
Valor predictivo positivo (%) 93,75%
Valor predictivo Negativo (%) 98,53%
Indice de Youden 0,91

La sensibilidad obtenida con el MP SS en este estudio es similar a lo reportado por
Ganoza y cols (77) en el 2008 que analiz6 106 muestras pulmonares inoculadas en
medio LJ utilizando el PM SS como agente decontaminante, y obtuvo un valor de
95,2%.

Una revision que realizé Zingue y Cols, en el 2013 en Burkina Faso, sobre comparacion
de la sensibilidad de varios métodos de decontaminacién para muestras pulmonares,
concluy6 que para el cultivo en LJ utilizando el PM SS, la sensibilidad promedio estuvo
alrededor del 60%; los resultados obtenidos en este trabajo fueron superiores a los

reportados por este autor, pero no se tuvieron en cuenta otros indicadores (78).
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Con el desarrollo de la micobacteriologia se han desarrollado numerosos métodos para
la decontaminacion de los especimenes provenientes de sitios no estériles para
mejorar la recuperacién de las micobacterias (79).

La decontaminacion de las muestras pulmonares tiene dos objetivos: la eliminacion de
las bacterias de la flora contaminante, tratando de no eliminar las micobacterias que
estén presente en la muestra, y la homogeneizacion del espécimen para permitir una
exposicion adecuada de los bacilos (80). Existen diferentes métodos de
decontaminacion que utilizan, segun el tipo de muestra para el diagnéstico, acidos y
bases u otros agentes antibacterianos (81).

El PM fue descrito por primera vez en 1968 por Brian y Baker, y se utiliza ampliamente
porque aumenta la sensibilidad del cultivo para el aislamiento de micobacterias y puede
utilizarse en concentraciones entre el 2% y el 4% (82) (83) (84). Es usado en paises en
desarrollo debido a su relativa simplicidad y el hecho de que los reactivos son de facil
adquisicion. Las ventajas de los métodos que utilizan el NaOH como agente
decontaminante esta dado porque proporciona un control eficaz de los contaminantes y
el tiempo promedio de procesamiento de una muestra es de aproximadamente 1h (84).

Sin embargo tiene algunas desventajas como es el tiempo de exposicidn, en esto se
debe ser cuidadoso pues al exceder los 30 minutos, los bacilos presentes en la
muestra pueden llegar a perder la viabilidad hasta en un 60%, ademas este método
requiere de centrifugacion, lo que aumenta su costo (84).

El PM SS es un método simple, menos costoso y es considerado como un candidato
potencial para ser evaluado por los programas nacionales control de la TB en paises de

escasos recursos economicos (80) (85). Por otro lado, el porcentaje de cultivos



VL. RESULTADOS Y DISCUSION

positivos y la fluidificacién de las muestras dan mejores resultados al tratar el esputo
con este procedimiento. Algunos autores, plantean que la aparicion de las colonias en
el medio de cultivo solido es mas rapida y la tasa de contaminacion es menor al
comparar el PM SS con el método de petroff simple (87). También se ha demostrado
su efectividad en relacién a otras técnicas de decontaminacion en pacientes VIH
positivos porque permite aumentar la tasa de deteccién de casos en comparacioén con
la BK, aumentando la sensibilidad del cultivo de un 35% al 74% (85).

Con el uso del PM SS se obtuvo un TDC (33,7 dias) ligeramente inferior que al utilizar
el NALC (37,3 dias) como agente decontaminante de las muestras pulmonares para
ser inoculadas posteriormente en el LJ; en cuanto al % de positividad y TC se comportd
de manera similar. Las diferencias entre PMSS y NALC para las tres variables
evaluadas no mostraron diferencias estadisticamente significativas. Tabla 3. Es
importante resaltar que por el PM SS se obtuvo un aislado mas que por el NALC y la
TC fue menor comparada con el NALC.

Tabla 3. Comparacion de los resultados del cultivo sélido en Léwenstein Jensen
utilizando el método de decontaminacion de Petroff modificado con solucion salina y

NALC. LNRITBLM, IPK. 2012 — 2017.

Métodos de Decontaminacion

Variables p
PM SS NALC

Tiempo de deteccion de crecimiento 33,7 dias 37,3 dias 0,4277

% positividad a micobacterias 17 % 16 % 1,0000

%Tasa de Contaminacion 9% 12 % 0,6446

Leyenda: PM SS: Petroff modificado solucion salina; NALC: N-Acetil-L-Cisteina
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Los resultados del TDC, en cuanto al uso del NALC son mayores a los reportados por
Amer y cols en la India, afio 2016 (86) que estudio a 60 pacientes con alta sospecha de
TB pulmonar y obtuvo por el LJ 24,3 dias como promedio.

El % de positividad obtenido en este trabajo difieren de los obtenidos por Sharma y cols
en un estudio conducido en la India en el 2012 (87), que comparé el método de PM SS
y el NALC, utilizando el LJ como medio de cultivo, donde obtuvo una mayor porciento
de cultivo positivos utilizando el NALC con 19 (63,7%) aislados contra 14 (46,7%)
utilizando el PM SS. Esta diferencia pudiera estar dada que Sharma y cols estudiaron
solamente 30 muestras de pacientes con sintomatologia clinica y lesiones radioldgicas
altamente sospechosos de TB pulmonar, ademas de ser este un pais de alta carga de
TB, por lo que se incremento la probabilidad de obtener aislados de Mtb.

La TC con el PM SS encontrada en este trabajo fue similar a la reportada por
Chaudhary y cols (73), en la India en 2013, que obtuvo un 8,3% de contaminacion por
este método, pero inferiores a los de Tripathi y cols (74) en el 2014, India, que estudio
225 muestras pulmonares y obtuvo un 12% de contaminacion, pero este estudio solo
comparo el petroff simple y el PM SS. Con el NALC se obtuvo valores superiores (12%)
a lo obtenido por Amer y cols con una TC de 6,7% (86).

En la tabla 4 se muestra los resultados de la comparacion de los métodos de PM SSy
el NALC para la inoculacién de las muestras después de decontaminadas, para cultivo
en el medio liquido. Similar a lo que sucedio con el medio sélido el TDC, % de
positividad y la tasa de contaminacibn no mostraron diferencias significativas al

obtenerse un valor de p<0,05, para todas las variables comparadas.
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Tabla 4. Comparacion de los resultados del cultivo liquido en el Bact Alert 3D
utilizando el método de decontaminacion de Petroff modificado con solucion salina y

NALC. LNRITBLM, IPK. 2012 — 2017.

Métodos de Decontaminacion

Variables p
PM SS NALC

Tiempo de deteccion de 10,72 dias 12,21 dias  0,3145

crecimiento

% positividad a micobacterias 17 % 15 % 0,8471

% Tasa de Contaminacion 5% 8 % 0,5662

Leyenda: PM SS: Petroff modificado solucidn salina; NALC: N-Acetil-L-Cisteina

Existen escasos reportes a nivel mundial que comparen diferentes métodos de
decontaminacion, incluyendo el PM SS, en cuanto al tiempo promedio de deteccion de
crecimiento de micobacterias en medio liquido.

El TDC obtenido en esta investigacion es inferior a lo reportado por Martinez y cols en
el afio 2014, en Cuba que utilizé el PM SS como método pretratamiento para muestras
no estériles y obtuvo un TDC promedio de 16,435 dias promedio para el Bact Alert 3D,
pero abarcé mayor numero y varios tipos de muestras clinicas, incluyendo las
extrapulmonares y no comparé con otros métodos de decontaminacién (88). En cuanto
al uso del NALC, los resultados son menores a los reportados por Amer y cols (86), que
obtuvo para el Bact Alert 14,2 dias.

En esta investigacion el TDC promedio utilizando el PM SS y el NALC como métodos
de decontaminacion para el medio de cultivo liquido (Bact Alert 3D) fue de 10,7 y 12,2

dias, respectivamente. Al comparar las varianzas no existieron diferencias
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estadisticamente significativas (p=0,3145). Al tomar la prueba de comparacién de
medias en el supuesto de que las varianzas son iguales se concluy6 que las media del
TDC entre el cultivo en medio liquido donde se utilizaron los dos métodos de
decontaminacion no son significativamente distintas (p=0,2864).

Se calculd la proporcion de verdaderos cultivos positivos a micobacterias para el PM
SS y método del NALC en el cultivo en LJ y Bact Alert fue de 17,647 y 15,909
respectivamente, sin embargo al comparar no existieron diferencias significativas entre
la proporcién de cultivos positivos que fueron decontaminadas con PM SS en el medio
de cultivo LJ versus cultivo liquido Bact Alert 3D (p=0,9185). Sin embargo es importante
sefialar que para el cultivo s6lido como el liquido con el PM SS en el Bact Alert 3D se
obtuvo mayor nimero de aislados en relacion al NALC, que es el recomendado por la
firma Biomeriux (13).

Las muestras clinicas procedentes de sitios no estériles deben someterse a procesos
de digestion y decontaminacién para una recuperacion optima de las micobacterias. La
mayoria de las muestras clinicas enviadas al laboratorio de cultivo estdn contaminadas
en mayor o menor grado por gérmenes de la flora normal que se reproducen a una
gran velocidad y se desarrollarian rapidamente en la superficie del medio.

Los sistemas comerciales de cultivo, como el BacT ALERT 3D, utilizan antibidticos
liofilizados reconstituidos para disminuir la contaminacion bacteriana. Para este
sistema, segun la literatura internacional, debe utilizarse el sedimento de las muestras
qgue han sido previamente decontaminadas por el método de NALC, sin embargo,
algunos estudios han reportado tasas elevadas de contaminacion bacteriana con este

meétodo (11) (76).
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Aunque no fue objetivo del estudio es importante sefalar que un porciento de
contaminacion significativamente menor del 3% traduce un problema en el laboratorio,
pues puede estar en relacién con un tiempo prolongado de exposicion de la muestra al
agente decontaminante. Cuando ocurre esta situacion, se pueden eliminar los bacilos
que pudieran estar contenidos en la muestra, ademas de la flora normal del sistema
respiratorio, aportando resultados falsos negativos del cultivo (76).

El método de decontaminacion con NALC es el recomendado para muestras no
estériles por las normas internacionales (8) (74). Fue sugerido por primera vez por
Webb y cols en 1962 para el aislamiento y cultivo de micobacterias como agente
decontaminante en muestras de esputo (89) y luego en 1963, Sheffner y cols
demostraron su buen efecto mucolitico (90), sin embargo, durante ese mismo afo,
Kubica y cols demostraron, por primera vez, la utilidad de la combinacion de estas dos
caracteristicas para el pretratamiento de las muestras clinicas no estériles para el
cultivo (63) (64).

El NALC es quizds el método mas comunmente utilizado en la mayoria de los
laboratorios de paises desarrollados por su rapidez y relativa eficacia en reducir el
namero de contaminantes (79). Si se realiza adecuadamente la decontaminacion,
proporciona mayor positividad del cultivo que otros métodos, a diferencia de otras
técnicas el resultado de la muerte de las micobacterias es aproximadamente del 30%.
No obstante tiene como desventaja que se pierde actividad del NALC rapidamente si se
prepara la solucion y se deja por varios dias. Por otro lado, el tiempo de exposicion
debe ser vigilado estrictamente y algunos reactivos, tales como la albumina bovina, y

otros insumos como los filtros requeridos son muy caros y de dificil adquisicion para
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paises de escasos recursos econémicos (74). Ademas se necesita de la centrifugacion,
lo que conllevaria un costo adicional (78).

En la tabla 5 se muestran la comparacion de los resultados de los indicadores de
desempefio de los métodos de decontaminacion del PM SS y NALC en el medio de
cultivo solido LJ y Bact Alert 3D. La sensibilidad del método de PM SS para ambos
métodos de cultivo utilizado fue alrededor del 93%, superior al obtenido utilizando el
NALC, método recomendado por las normas internacionales (74). EI IY fue superior por
el PM SS comparado con el NALC tanto para el LJ (0,91) como el cultivo liquido (0,89)
para el sistema Bact Alert 3D.

Tabla 5. Comparacion de los indicadores entre el método de Petroff modificado con

solucion salina y el NALC en el medio de cultivo LJ y Bact Alert 3D. LNRITBLM, IPK.

2012 — 2017.

Lowenstein Jensen  Bact ALERT 3D
Indicadores PM SS NALC PMSS NALC
Sensibilidad (%) 93,75 88,24 93,33 82,35
Especificidad (%) 97,10 98,53 95,80 98,59
Concordancia (%) 96,47 96,47 95,45 95,45
VPP (%) 93,75 88,24 82,35 93,33
VPN (%) 98,53 97,10 98,59 95,89
Indice de Youden 0,91 0,87 0,89 0,81

Leyenda: PM SS: Petroff modificado solucién salina; NALC: N-Acetil-L-Cisteina;
VPP: valor predictivo positivo; VPN: valor predictivo negativo.

La sensibilidad del PM SS para el medio solido obtenida en este estudio (93,75%) es
similar a lo reportado por Ganoza y cols en Peru (77) en el 2008 (95,2%), pais con una

alta carga de TB, que analiz6 106 muestras pulmonares de pacientes con sospecha
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clinica de TB pulmonar y con rayos (x) sugestivos de la enfermedad, pero difieren
(88,24%) de los resultados alcanzados por este autor en cuanto a la sensibilidad
utilizando el NALC (76,2%). También fue superior a lo publicado por Amer y cols (86)
en el 2016 que analiz6 60 muestras pulmonares y obtuvo una sensibilidad de 71,9%
con este método.

La sensibilidad para el sistema de cultivo liquido Bact Alert 3D con el NACL de en este
estudio fue inferior (82,35%), a lo reportado por Amer y cols, que obtuvo un 100% (86).
Esta diferencia pudiera estar dada a que este estudio se realiz6 en Africa, pais de alta
carga de TB, ademas fue realizado a 60 pacientes con clinica y radiografia altamente
sugestivas de TB pulmonar, por lo que tuvieron una alta probabilidad de que los casos
estudiados presentaran la enfermedad y la positividad del cultivo fuera elevada.

En Cuba se han realizado varios estudios donde se calcularon indicadores de
desempefio del Bact Alert 3D, utilizando el PM SS como método de decontaminacion.
Los resultados de este trabajo son inferiores a los describié6 Martinez y cols (11) en el
2012 que obtuvo valores de sensibilidad (97,75 %), especificidad (98,44%) e indice de
Youden (0,92) elevados y a lo reportado por la misma autora (91) en el 2015
(sensibilidad 99,1 %, especificidad 99,0 % e indice de youden 0,98). Sin embargo
fueron similares a los reportados por Mederos y cols en el 2016, que incluyé 547
muestras pulmonares y extrapulmonares utilizando el mismo método de pretratamiento
y obtuvo una sensibilidad, concordancia, e indice de youden de 90,91%; 94,48% y
0,89, respectivamente (92). Estos estudios tienen en comun que incluyeron mayor
numero de muestras clinicas incluidas las extrapulmonares, y en esta investigacion

solo se incluyeron las pulmonares.
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Los valores de desempefio del método de petroff modificado con solucién salina
fueron aceptables, lo que avala la continuidad de su uso como método de
decontaminacion de las muestras pulmonares en la red de laboratorios de
tuberculosis de Cuba, ademas constituye un soporte para el Programa nacional de

Control de la tuberculosis.

Los resultados obtenidos avalan el método de decontaminacion con petroff
modificado con solucion salina para el cultivo liqguido mediante el sistema
automatizado Bact Alert 3D, como alternativa en el pretratamiento de las muestras

pulmonares de pacientes sintomaticos respiratorios.
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VIII. RECOMENDACIONES

Informar los resultados de esta investigacion a las autoridades del
MINSAP, como evidencia de la aplicacion del método de petroff
modificado con solucion salina, como método de decontaminacion, lo que
justifica y completa su recomendacion para la red de laboratorios de

Cuba.

Sugerir el uso del método de petroff modificado con solucién salina para
la decontaminacion de muestras pulmonares, en aquellas instituciones
del Sistema Nacional de Salud que dispongan del sistema automatizado
Bact Alert 3D y cumplan con los requerimientos de bio-contencién para el

trabajo con micobacterias.
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Anexo 1

» Preparaciéon del medio de cultivo Léwenstein-Jensen (UIT).
e Fundamento: Se han desarrollado una gran variedad de medios para cultivar a
las micobacterias. Estos pueden dividirse en tres grupos principales: los medios
preparados en base huevo, los medios de agar y los medios liquidos. El medio ideal
para aislar a las micobacterias debe cumplir con los requisitos siguientes: a) ser
barato y facil de preparar utilizando ingredientes facilmente accesibles; b) inhibir el
crecimiento de contaminantes; c) favorecer un desarrollo abundante de una pequefa
cantidad de bacilos; y d) permitir una diferenciacién preliminar de las colonias
aisladas sobre la base de su morfologia. Para el cultivo de las muestras de esputo el
medio mas adecuado es el preparado en base de huevo ya que cumple con todos

los requisitos sefialados.

Reactivos
- Fosfato monopotasico (KH,PO,) - Asparagina
- Sulfato de Magnesio (MgSO4 X = Gilicerol
7H,0)

= Piruvato de sodio

- Citrato de magnesio - Agua destilada

Material
= Erlenmeyer de 500 ml'y 1000 ml = Gradilla
= Probeta de 10 y 1000 ml| = Reloj contador
= Irrigador de 500 ml'y 1000 ml - Gasay papel
= Tubos de 20x150 mm con tapa = Horno de tiro de aire forzado
de rosca

- Incubadora
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Procedimiento

1. Pesar las siguientes sales:

KH2P O et 2449
MOSO4 X THoO . e 0,24 g
Citrato de Magnesio...........oiiiiii i 0,649
ASPATAGING. ...ttt ettt e et e e e e e e e e 3,60

2. Adicionar las sales a los 600mL de agua destilada.

3. Aplicar calory agitar alternadamente hasta evidenciar una disolucion total.

4. Adicionar 12 ml de Glicerol y agitar por varios segundos.

5. Adicionar 0,4 g de verde malaquita y agitar por varios segundos.

6. Mezclar la solucion con 1000 ml de huevos frescos homogenizados. Agitar y

dejar reposar durante 5 minutos.

7. Distribuir con el irrigador 6,5 ml del medio en tubos 20 x 150 mm.

8. Colocar los tubos con las tapas flojas y dispuestos en plano inclinado dentro del

horno en frio.

9. Permitir que el horno alcance una temperatura de 820C por una hora

(programado el equipo).

10.Dejar que enfrie lentamente dentro del horno, para evitar la formacién de agua

de condensacion.
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Anexo2. Decontaminacién de las muestras por el método del N-Acetil-I-Cisteina.

Reactivos:
e Reactivo R1: L—cisteina Clorhidrato 5¢
e Reactivo R2: Cloruro de benzalconio 20 x 10 mL
e Reactivo R3:Tampédn fosfato pH 6.8 20 x 15 mL
¢ Reactivo R4: Albumina humana al 0.2% 16 x 10 mL

Preparacion de los reactivos:
e Dejar que alcance la temperatura ambiente.
e Disolver 50 mg de R1 en 10 mL de R2 (este reactivo descontaminante debe ser

preparado en el momento).
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Anexo 3. Procedimiento para realizar la tira SD BIOLINE

Permite la distincion rapida entre el complejo M. tuberculosis y MNT, la identificacién
del complejo M. tuberculosis en combinacion con sistemas de cultivo y el resultado de
la prueba: 15 minutos (66).

Preparacién del in6culo: Si es a partir del medio liquido: se tomaran 100 pL de la
botella MP y se transferira a la tira. Si es partir del medio solido: se realizara una
suspension bacteriana con una asada de 3 a 4 colonias del medio sélido, positivo a
BAAR y resuspendera en 200 uL del buffer o agua destilada estéril y/o también puede

utilizarse 100 yL del fluido de condensacién de los tubos y aplicarlo directamente.

Antigeno MPT64
Positivo

Antigeno MPT64 " fp—
Negativo ‘ (L

Invalidacién del Test | |

Nota: La intensidad del color de la banda depende de la concentracién del
Ag MPT64 en el medio de cultivo.
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Anexo 4. FLUIOGRAMA DE TRABAJO

Y
i
B , Y v
Método Petroff Modificado Método Petroff Modificado Método
con buffer fosfato con solucion salina N-Acetil-L-Cisteina

I

Inocular en paralelo

42 dias

8 semanas

MTB MNT

T BAAR (+) waww © | P.Bioquimicas
el 9 . L " | convencionales
N AgMPT64 Nl




