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Resumen

La tuberculosis (TB) se ha convertido en
un problema de salud mundial. El afo 2012
se reportaron 8,7 millones de casos nuevos.
Para el diagndstico de TB en nuestro medio se
emplean dos métodos: la tincion Ziehl Neel-
sen y cultivo. Los medios de cultivo que se
utilizan son: Lowenstein-Jensen (L)), Stone-
brink y Ogawa. El L] es el medio de referencia
para la evaluacién de nuevos sistemas para el
diagnéstico de TB. El presente estudio eva-
lud el rendimiento del medio L) comercial
y el LJ in house (estandarizado y preparado
bajo normas del manual de procedimientos
técnicos para Cultivo de micobacterias de la
Red Nacional de Laboratorios de Tuberculo-
sis de Bolivia.

Se procesaron 185 muestras de esputo
BK(+), sembrandose por duplicado en me-
dio L) in house y en medio L) comercial. Me-
diante el L] in house se obtuvieron 172 cul-
tivos positivos (93%), 9 (5%) negativos y 4
(2%) contaminados; mediante el L] comer-
cial se obtuvieron 148 positivos (80%), 8 ne-
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Abstract

Tuberculosis (TB) has become a global
health problem. In 2011 there were 8.7 mil-
lion new cases. For TB diagnostic are used
methods staining and solid media cultures
:Lowenstein-Jensen (L)), Ogawa, Stone-
brink. The LJ is the reference media culture
for evaluation of new systems for the diag-
nosis of TB. This study evaluated the perfor-
mance of the commercial L) culture media
and L) standardized by the National Tuber-
culosis Laboratory Network.

185 sputum samples BK(+), being plat-
ed in duplicate in the L) in house medium
and commercial L) medium were processed.
By in house L} medium were obtainned, 172
positive cultures (93%), 9 (5%) negative and
4 (2%) contaminated; through commer-
cial L) were obtained 148 positive (80%), 8
negative (4%) and 29 (16%) contaminated.
In in house L) medium an eugénic develop-
ment was obtained in 131 (76%) and disgon-
ic development in 41 (24%) cultures; in com-
mercial L] we saw eugonic development in

1 Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS, Fac. Cs. Farmacéuticas y Bioquimicas-UMSA.

2. Laboratorio Departamental de Control de la Tuberculosis, La Paz.
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gativos (4%) y 29 (16%) contaminados. En el
L) in house se obtuvo un desarrollo eugénico
en 131 (76%) cultivos y disgonico en 41(24%)
cultivos; en el L) comercial se obtuvo un de-
sarrollo eugénico en 29 (20%) cultivos y desa-
rrollo disgénico en 119(80%) cultivos. Al reali-
zar la comparacion entre el L] in house y el L]
comercial se obtuvo un valor kappa de 0,96,
demostrando asi una fuerza de concordan-
cia de 0,96 (casi perfecta).

Los resultados obtenidos demuestran
que el medio L) in house supera en rendi-
miento al medio L) comercial, ya que se ob-
tiene un mejor desarrollo y un menor por-
centaje de contaminacion, facilitando de esta
manera posteriores estudios de sensibilidad y
resistencia a farmacos antituberculosos.

KEY WORDS
Lowenstein-Jensen, Tuberculosis,
National Tuberculosis Laboratory
Network

La tuberculosis es una enfermedad infecto-contagiosa que actualmente se ha
convertido en un problema de salud mundial. No puede ser considerada como
una enfermedad del pasado, ya que actualmente ha vuelto a surgir como problema
sanitario de primera magnitud, tanto en los paises en vias de desarrollo como en
los desarrollados, por las complicaciones que puede ocasionar. (Cardenas R.2014)

Al presente, mas de 2 000 millones de personas, o sea, un tercio de la poblacién
global, estan infectadas por el bacilo, y de esa cantidad, de 5 a 10 % se enferman o
trasmiten la bacteria en algtin momento de sus vidas. Cada segundo alguien contrae
la infeccién y cada 20 segundos hay un fallecimiento por esta causa; ademas, una de
4 muertes esta relacionada con el virus de inmunodeficiencia humana (VIH). Adicio-
nalmente, si se utilizan o administran mal los medicamentos, puede presentarse la
tuberculosis multirresistente. (Estrategia Alto a la Tuberculosis, 2012)

Anualmente en Bolivia se registran entre 6.000 a 7.000 casos nuevos de
personas con TB. El afio 2012, el Programa Nacional de Control de Tubercu-
losis en Bolivia (PNCT), reporté 7.811 casos de Tuberculosis en todas sus for-
mas, que representa una tasa de incidencia de 72,2 por 100.000 habitantes, de
los cuales 6.139 son de TB pulmonar.(PNCT, 2013)

En la actualidad, el PNCT avala como pruebas de rutina para el diagnésti-
co de tuberculosis dos métodos: la tincion Ziehl Neelsen (baciloscopia) y el
cultivo en medios sélidos, pues las técnicas de biologia molecular no estan al
alcance de cualquier Laboratorio (Westwood SA, 1993)

El cultivo permite con certeza realizar la confirmacién del diagnéstico de
la tuberculosis. Los medios de cultivo que se utilizan en los laboratorios que
efectiian aislamiento de Micobacterias en la Red Nacional de Laboratorios
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de Control de la Tuberculosis de Bolivia, son medios sélidos a base de huevo,
Lowenstein Jensen (L)), Stonebrink y Ogawa, que en este estudio los deno-
minamos “IN HOUSFE’, ya que fueron estandarizados por los Laboratorios de
esta red y son actualmente preparados en el laboratorio de medios de culti-
vo del Instituto de Laboratorios en Salud (INLASA) y distribuidos a nivel na-
cional. (Camacho, 2011)

El medio Lowenstein-Jensen sigue siendo el de referencia para la valora-
cién de los nuevos sistemas comerciales y se utiliza rutinariamente para el
aislamiento de micobacterias de importancia clinica.

La importancia de contar con un medio de cultivo adecuado, radica en
aislar M.tuberculosis a partir de muestras de escasa cantidad de bacilos, pau-
cibacilares, en pacientes con sospecha de TB y radiografia normal. También
es de gran importancia en el diagnostico de la TB infantil y en pacientes con
VIH/SIDA y que ademas propicie el crecimiento de cepas eugénicas, defi-
niéndose como eugonico al crecimiento de colonias mayores a 1 mm de dia-
metro y faciles de separar de la superficie del medio, lo contrario a disgénico
que es un crecimiento con colonias pequenas menores de 1 mm. de diame-
tro, adheridas al medio, las mismas que no tendran utilidad para realizar las
pruebas de susceptibilidad antimicrobiana correspondientes, ademas de pre-
sentarse dificultades al momento de la lectura de resultados.

El presente estudio propone comparar los medios de cultivo Lowenstein-
Jensen artesanal y cultivo Lowenstein-Jensen comercial para el aislamiento
de M. tuberculosis, y determinar el mejor medio, que permita el aislamiento
con menor porcentaje de contaminacion, mejor tipo de crecimiento, a par-
tir de muestras de esputo BK (+) provenientes de pacientes que acudieron al
Laboratorio departamental de Control de Tuberculosis La Paz, durante febre-
ro a octubre del 2013.

El material de estudio estuvo constituido por 185 muestras de esputo de
personas BK (+) de ambos sexos confirmadas por baciloscopia mediante tin-
cion de Ziehl Neelsen, recolectadas por el Laboratorio Departamental de Con-
trol de Tuberculosis de La Paz, que cumplieron con los criterios de inclusion.

Pacientes BK (+) de ambos sexos confirmado por baciloscopia con tinci6-
nZiehl Neelsen y que no hayan recibido tratamiento antimicrobiano.

Pacientes BK (+) que estén recibiendo tratamiento antimicrobiano.

La seleccion de la muestra se llevé a cabo mediante el muestreo no pro-
babilistico de conveniencia
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Cada muestra de esputo fue tomada por duplicado por personal especia-
lizado del area, las muestras de esputo fueron obtenidas por expectoracion
del arbol bronquial, las cuales tuvieron un volumen aproximado de 2-5ml.
Las muestras fueron recolectadas en recipientes con tapa, debidamente ro-
tulados, en algunos casos los recipientes que contenian las muestras BK (+) y
cumplian con los criterios de inclusion mencionados anteriormente, fueron
inmediatamente transportadas y en otros casos se transportaron en un tiem-
po maximo de 48 horas, al Laboratorio de Microbiologia Molecular del Insti-
tuto SELADIS de la Facultad de Ciencias Farmacéuticas y Bioquimicas-UMSA.
La alicuota duplicada se mantuvo en el Laboratorio de la Red Departamental
de Control de Tuberculosis para su respectiva siembra.

Cultivo en Lowenstein-Jensen in house: Una alicuota de la muestra se que-
d6 en el Laboratorio Departamental de Control de la Tuberculosis, para rea-
lizar el respectivo cultivo. En este laboratorio se decontaminé la muestra me-
diante el método de Petroff modificado, el cual utiliza NaOH (hidréxido de
sodio) como solucidon digestiva. El medio de cultivo Lowenstein-Jensen sem-
brado se incubo por 20 a 60 dias.

Cultivo en Lowenstein Jensen comercial: Para dar objetividad al estudio
no mencionamos marcas, aunque debe informarse que son medios prove-
nientes de industria Norte Americana.

De forma paralela otra alicuota de la muestra fue llevada al Instituto SELA-
DIS, donde se procedié a la decontaminacion de la muestra mediante el mé-
todo de NaOH-NALC (hidroxido de Sodio-N-acetil Lisina). Todas las mues-
tras de esputo fueron digeridas y descontaminadas con solucion digestiva (TB
Prep Kit Red, Hardy Diagnostic). Un volumen igual de esputo se afiadi6 a 2
ml de solucidn digestiva, se anadié 9 ml de solucion tampén fosfato (pH 6,8).
Para luego llevar a centrifugacion durante 15 min a 3000g, se sembré dos go-
tas del sedimento en un medio: Léwenstein-Jensen comercial y se llevé a in-
cubar a 37°C, controlando el crecimiento cada 10 dias hasta el dia 60.

Para hacer la comparacién de los medios de cultivo, antes menciona-
dos, se procedio a observar los tubos con colonias con caracteristicas mor-
fologicas tipicas de M. tuberculosis, luego se procedié a tomar nota de:
Porcentaje de contaminacion, tiempo de crecimiento, tipo de crecimiento
(eugobnico,disgbénico) y nimero de colonias.

Identificaciéon de M. tuberculosis: Se seleccionaron las colonias con carac-
teristicas morfologicas tipicas de M. tuberculosis, a partir de las cuales se rea-
lizé: tincion de Ziehl Neelsen y prueba de la niacina, segtn la técnica descrita
por el manual del fabricante.

Se describieron los resultados obtenidos en ambos medios de cultivo me-
diante el nimero de casos observados y sus porcentajes.
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Para estimar la concordancia de resultados obtenidos en ambos medios de
cultivo de M. tuberculosis se utilizara el coeficiente de concordancia kappa.

RESULTADOS

De las 185 muestras, se obtuvieron en el Lowenstein-Jensen in house, 172
cultivos positivos (93%), 9(5%) cultivos negativos y 4 (2%) cultivos contamina-
dosy en el Lowenstein-Jensen comercial se obtuvieron 148 (80%) cultivos po-
sitivos, 8 (4%) cultivos negativos y 29 (16%) contaminados (tabla 1).

TABLA 1. Comparacion de aislamientos positivos y contaminados de M. tuberculosis, obtenidos
en medio LJ in house y LJ comercial, a partir de 185 muestras BK(+), procesadas en el
Laboratorio Departamental de Control de Tuberculosis,La Paz y en el Laboratorio de

Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS.

L) in house LJ comercial
N° % N° %
Positivo 172 93% 148 80%
Negativo 9 5% 84 %
Contaminado 4 2% 29 16%
Total 185 100% 185 100%

De los 172 cultivos positivos en el L] in house, se obtuvieron 131(76%) cultivos
con desarrollo eugénico y 41(24%) cultivos con desarrollo disgénico. En el LJ co-
mercial de los 148 cultivos positivos, 29 (20%) cultivos presentaron un desarrollo
eugonico y 119 (80%) cultivos presentaron un desarrollo disgonico (Tabla 2).

TABLA 2. Distribucién de los tipos de desarrollo de M. tuberculosis en cultivo LJ in

house y LJ comercial, a partir de cultivos positivos de muestras BK(+).
Procesadas en el Laboratorio Departamental de Control de tuberculosis y en

el Laboratorio de Microbiologia Molecular, Instituto SELADIS.

LJ artesanal LJ comercial
N° % N° %
Cultivos con desarrollo eugonico 13176 % 29 20%
Cultivos con desarrollo disgonico 41 24 % 119 80%
Total 172 100% 148 100%

En cuanto al tiempo promedio de dias de positividad (desarrollo de co-
lonias) en el cultivo L) in house (172 cultivos positivos) fue de 33 dias y en el
cultivo Lowenstein Jensen comercial (148 cultivos positivos) el promedio fue
de 22 dias (Tabla 3).

TABLA 3. Distribucién de cultivos positivos segiin dia de positividad en LJ in house
y en el LJ comercial

Dia de LJ in house. LJ comercial
positividad N° de cultivos % N° de cultivos %
15 0 0 37 25
20 73 42 87 59
40 86 50 24 16
60 13 8 0 0
TOTAL 172 100 148 100

73
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Finalmente, para realizar la comparacion estadistica, entre el L] in house
y el L) comercial se realiz6 una tabla de contingencia (Tabla 4), donde solo se
tomaron en cuenta 155 cultivos, ya que 30 cultivos resultaron contaminados
ya sea en el L] in house, en el L) comercial o en ambos cultivos.

LJ in house Total
+ R

LJ + 146 1 147
comercial - 2 6 8
Total 148 7 155

A partir de la tabla 4 se pudo calcular el valor kappa, el cual fue de 0,96,
indicador de que existe una relacion casi perfecta entre el L] in house y el L]
comercial. (Tabla 5)

Concordancia observada 0,98

Concordancia esperada 0,91
Valor Kappa 0,96

Fuerza de concordancia Casi perfecta

El medio de Lowenstein Jensen (L)) continda siendo el método de refe-
rencia para la valoracién de los nuevos sistemas comerciales y se utiliza ruti-
nariamente para el aislamiento de micobacterias de importancia clinica. (Se-
pulveda A., 2001). El L) in house (Camacho, 2011) es el medio de cultivo mas
utilizado en nuestro pais, por lo cual se realizé la comparacion entre este me-
dio y un cultivo L) comercial utilizado en otros paises.

Mediante los resultados obtenidos podemos notar que existe una diferencia
en cuanto al desarrollo de M. tuberculosis, entre el L} in house y el L) comercial.
En el cultivo L) in house se obtuvo un desarrollo 6ptimo con un porcentaje de
contaminacién dentro de lo normal, ya que una tasa de contaminacién menor
del 2% sugiere una decontaminacién y digestion de la muestra severa, las tasas de
contaminacién mayores de 5-8% se deben a una insuficiente decontaminacién.
(Asencioc L, 2012).En el caso del L) comercial la tasa de contaminacién supera el
8% por lo cual podriamos pensar que existié una decontaminacion insuficiente.

Otro factor por el cual se pudo haber obtenido una tasa elevada de con-
taminacion en el L) comercial, fue el tiempo que transcurrié desde la recolec-
cion de la muestra hasta su procesamiento; ya que existieron algunas mues-
tras que fueron recolectadas y sembradas en el L] in house, el mismo dia;
pero, tardaron un par de dias hasta que llegaran al instituto SELADIS, para po-
der ser sembradas en el L) comercial y durante este periodo varias muestras
pudieron no estar refrigeradas. El manual de procedimientos técnicos para
cultivo de micobacterias indica que la muestra debe ser enviada inmediata-
mente al laboratorio donde se realiza cultivo, en un periodo no mayor de los
5 dias en condiciones de conservacion adecuadas (protegida del calor), desde
el momento de recoleccion de la muestra (Camacho, 2011)
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Se obtuvo un mayor porcentaje de cultivos con desarrollo disgénico en el
L) comercial, esto se pudo deber a la mala conservacién de algunas muestras,
las cuales no fueron refrigeradas desde la recoleccion de la muestra hasta su
llegada al Instituto SELADIS.

Debido al elevado porcentaje de contaminacién y desarrollo disgénico en
el cultivo L) comercial, se acudi6 al Laboratorio de preparacion de medios de
cultivo del Instituto de Laboratorios en Salud INLASA, que es donde se rea-
liza la preparacién y posterior distribuciéon de los medios de cultivo a todos
los Laboratorios que conforman la Red Nacional de Tuberculosis, con el fin
de distinguir algunas caracteristicas del medio comercial como ser el pH de
este medio, ya que en el catalogo no indicaba el pH al cual se encontraba el
L) comercial,obteniéndose un pH de 7,24.

El bacilo de la tuberculosis sobrevive y se multiplica a un pH cercano al
neutro. Para neutralizar la muestra decontaminada con hidréxido de sodio se
puede agregar una solucion acida gota a gota hasta que vire un indicador de
pH. Este proceso debe ser controlado muy rigurosamente. Cualquier defec-
to o exceso de la solucién acida origina un pH acido no apto para el desarro-
llo del bacilo. Para evitar este riesgo la norma actual refiere aplicar procesos
de lavado con un buffer de pH neutro para eliminar la base utilizada para de-
contaminar. (Barrera L., 2008)

El promedio del dia de positividad en el L} comercial fue menor que el L} in
house, esto se debe a que en el L) comercial se iniciaron las lecturas de los culti-
vos al dia 15, a diferencia del L} in house, donde se comenzaron las lecturas al dia
20, debido a factor tiempo, ya que los laboratorios pertenecientes a la Red Na-
cional de Laboratorios de Tuberculosis procesan una gran cantidad de muestras.

De acuerdo a los resultados obtenidos en este estudio se concluye que:

e Segln los valores de kappa obtenidos, los medios L) in house y L] co-
mercial, presentan la misma efectividad en el aislamiento de M. tuber-
culosis, es decir, pueden ser utilizados indistintamente con fines de
identificacion del bacilo.

* El medio L) in house, favorece el aislamiento de M. tuberculosis a par-
tir de muestras de esputo BK (+) con menor porcentaje de contamina-
cién, menor tiempo promedio de crecimiento y mayor nimero de co-
lonias, que con el medio L) comercial.

e El medio L) in house, favorece significativamente el crecimiento eu-
gonico de M. tuberculosis a partir de muestras de esputo BK (+), en
comparacion con el medio Lowenstein-Jensen comercial. La resisten-
cia a medicamentos antituberculosos es un fenémeno en crecimiento
que acompana el cuadro general de la tuberculosis en el mundo y que
plantea mayores dificultades para su futuro control. (WHO, 2000). Para
que una muestra pueda ingresar al estudio de sensibilidad y resisten-
cia es necesario obtener un desarrollo 6ptimo en el cultivo; es decir, un
desarrollo eugdnico; por lo cual podemos indicar que en este caso el
uso del L] artesanales el recomendable para este fin.
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