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ANTECEDENTES HISTORICOS

La tuberculosis es una enfermedad sistémica cuya
manifestacion clinica mas frecuente es el compro-
miso de los pulmones. La naturaleza generalizada
de la enfermedad fue reconocida por Laennec,
quien en 1819 propuso la unidad del proceso pato-
16gico; mas tarde y también en Francia, Villemin
en 1865 demostrd la transmisibilidad de la infec-
ciéon de humanos a animales y en 1882 Koch en
Alemania, demostré por examen directo y cultivo
el bacilo de la tuberculosis y establecid la naturale-
za especifica de la enfermedad al transmitirla a
partir de cultivos puros del bacilo a animales expe-
rimentales (1), lo que constituy6 la base de sus
famosos postulados.(2)

Koch, en sus estudios clasicos que culminaron con
la presentacion de su decubrimiento en 1882, utili-
76 una coloracion a base de azul de metileno alca-
linizado con hidr6xido de Potasio, estableciendo
en esta forma la necesidad de un pH alcalino para
favorecer la penetracion del colorante a la célula
del bacilo de la tuberculosis. Esta coloracién tar-
daba 24 horas a temperatura ambiente pero su
tiempo podia acortarse por la aplicacion de calor.
En su método original usé vesuvina como contra-
colorante, los bacilos aparecian de color azul y las
bacterias comunes, células humanas y animales de
color café. En la publicacion original de su descu-
brimiento (3), Koch escribid: "Las bacteriasvisua-
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Si la importancia de una enfermedad para la
humanidad se mide por el nimero de muertes
que causa, la tuberculosis debe considerarse
mucho mas importante que las enfermedades
infecciosas mas temidas.

R. Koch, 1882

lizadas por esta técnica muestran muchas caracte-
risticas distintivas, tienen forma de bastén y por
lo tanto pertenecen al grupo de los bacilos. Son
muy delgados y solo tienen de un cuarto a la mitad
del didametro de un glébulo rojo pero a veces pue-
den alcanzar un tamafio igual al diametro de un
globulo rojo. Tienen una forma y tamafio que es
sorprendentemente parecido al bacilo de la lepra"*
y continu6é describiendo: . en todas las
localizaciones donde el proceso tuberculoso se ha
desarrollado recientemente y esta progresando
rapidamente, estos bacilos se encuentran en gran
numero. Ordinariamente forman pequefios grupos
de células que estan dispuestos en haces y
apretados unos con otros y a menudo estan dentro
de las células tisulares. Muchas veces las bacterias
se encuentran en gran numero fuera de las células
también, especialmente en la periferia de las masas
caseosas grandes. Tan pronto como el proceso
de la erupcion tubercular ha pasado, los bacilos
se vuelven escasos, pero ain se encuentran en
pequefios grupos y aislados. Finalmente pueden
desaparecer por completo, pero esta desaparicion
completa raramente se ve."

Koch cultivo el bacilo de la tuberculosis en un me-
dio de suero estéril de bovinos u ovinos solidifica-
do por exposicion al calor, incubando la siembra
a 37-380C durante varias semanas. El obtuvo cre-
cimiento generalmente en la segunda semana.

Cuando Koch hizo su presentacion ante la Socie-
dad Fisiologica de Berlin, se encontraba en la au-

* Hansen habia descrito el bacilo de la lepra en 1874.
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diencia un joven médico de 28 afios, Paul Ehrlich,
que desde hacia varios afios venia trabajando con
colorantes de anilina en sus estudios sobre la mor-
fologia de las células sanguineas, incluso habia
introducido el uso del azul de metileno, que fue
el colorante que Koch habia utilizado en sus estu-
dios. Habiendo escuchado la exposicion de Koch,
Ehrlich salié directamente hacia su laboratorio
a trabajar en un método que permitiera una colo-
racion mas rapida de las preparaciones, tomando
en cuenta que era necesario utilizar una coloracion
alcalina. Ehrlich tuvo un éxito casi inmediato; en
lugar de usar azul de metileno, utilizdé como colo-
rantes fuchsina o violeta de genciana y en lugar de
hidroxido de Potasio, us6 anilina. Con este méto-
do, el bacilo se coloreaba intensamente y ademas
presentaba una nueva caracteristica, era acido
resistente, pues no se decoloraba aun usando acido
nitrico al 300/0. (4)

Aunque el mérito de haber descubierto la propie-
dad de acido resistencia del bacilo de la tubercu-
losis pertenece a Ehrlich, su método fue posterior-
mente modificado por varios investigadores, entre
ellos Ziehl, que us6 fenol o resorcina en lugar de
anilina y Neelsen que us6 acido sulftrico en lugar
de acido nitrico; la técnica de coloracion adqui-
rié entonces el nombre de estos autores y se sigue
utilizando extensamente en muchas partes del
mundo.

Después de esos trabajos iniciales, muchos investi-
gadores aportaron métodos y técnicas para el estu-
dio del bacilo de Koch que actualmente se usan en
los laboratorios de micobacteriologia.

DIAGNOSTICO DE LA TUBERCULOSIS.

El diagnoéstico de la tuberculosis es un proceso ana-
litico clinico que requiere, por parte del médico,
de un conocimiento a fondo de la patogénesis,
patologia y manifestaciones clinicas de la infeccion
tuberculosa asi como de la epidemiologia de la
enfermedad. Este proceso clinico puede ser auxi-
liado por métodos accesorios muy importantes
como son los estudios radiologicos, la reaccion a
la tuberculina y los métodos bacteriologicos.

El diagnoéstico bacterioldgico de la tuberculosis
depende del aislamiento y la identificacion del
bacilo de la tuberculosis a partir de muestras cli-
nicas del paciente. Aunque la observacion directa
de bacilos acido resistentes en dichas muestras es
muy importante, su presencia solo debe conside-

rarse evidencia presuntiva sujeta a comprobacion
por cultivo) ya que un informe de laboratorio que
sugiera una infeccion tuberculosa puede tener se-
rias consecuencias y afectar la vida del paciente por
meses o anos.

Todo procedimiento para la manipulacion de
muestras para el estudio del bafio de la tuberculosis
debe efectuarse en un gabinete de proteccion
bacteriologica. De no cumplirse esta recomenda-
cién, se expone al personal de laboratorio a conta-
minaciones y contagio con el bacilo. Algunos labo-
ratorios exigen ademas el uso de mascarillas al
personal que maneja estas muestras.

Tomando en cuenta la importancia que reviste esta
actividad, es necesario que existan buenos laborato-
rios de micobacteriologia, donde el personal técni-
co y profesional tenga un excelente nivel de capa-
citacion. Debido a que tanto el volumen de trabajo
como la complejidad de los métodos hacen necesa-
ria la estratificacion de estos servicios, se ha pro-
puesto (5) que existan diferentes niveles de labora-
torios para llevar a cabo el trabajo. La Sociedad
Americana del Torax ha recomendado Ilos
siguientes, cuyas funciones son:

NIVEL 1. a) Colectar muestras clinicas adecuadas
b) Transportar muestras a laboratorios
de nivel II
c¢) Preparar y examinar laminas para el
diagnoéstico presuntivo o como medio
para controlar el progreso de pacien-
tes que estan recibiendo terapia
antituberculosa.

NIVEL II. a) Lleva a cabo las funciones del nivel |

b) Procesa muestras para cultivo

c¢) Identifica Mycobacterium tubercu-
losis

d) Puede efectuar estudios de suscepti-
bilidad a drogas antituberculosas.

e) Retiene muestras para estudios adi-
cionales.

NIVEL III a) Lleva a cabo las funciones de los ni-

veles Iy II

b)ldentifica micobacterias de otras es-
pecies

c) Debe llevar a cabo estudios de sus-
ceptibilidad a drogas antituberculo-
sas

d)Puede llevar a cabo programas de in-
vestigacion y dar adiestramiento para
personal de laboratorio
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e¢) Participa o lleva a cabo programas de
control de calidad para otros labo-
ratorios.

Antes de discutir en forma especifica el diagnostico
bacteriologico de la tuberculosis revisaremos en
forma general algunos aspectos del género Myco-
bacterium.

LAS MICOBACTERIAS

Las micobacterias (género Mycobacterium) son
bacilos inmdviles, aerdbicos, que no forman es-
poras. Son resistentes a la decoloracion con acido
y alcohol. Su contenido lipido es alto, crecen con
lentitud en muchos de los casos. Las especies de
crecimiento mas rapido requieren de dos a tres
dias en medios simples pero la mayoria requieren
de dos a seis semanas en medios complejos y a
temperaturas muy especificas. Las colonias pueden
ser asperas, como sucede . tuberculosis, pero otras
especies pueden tener colonias lisas o de textura
intermedia. Las diferentes especies del género
tienen o no, la propiedad de formar pigmentos en
presencia o ausencia de luz. M. leprae, una de las
especies patdgenas del género, no puede cultivarse
todavia en medios artificiales in vitro, aunque se
ha demostrado su reproduccién en células de
Schwann de raton cultivadas in vitro.

Las micobacterias se pueden encontrar en el agua,
en el suelo, en los alimentos y en varias especies de
animales. M. tuberculosis sélo se encuentra en los
humanos como infecciéon natural, aunque puede
experimentalmente ser transmitida a otros mami-
feros.

Se han descrito unas 19 diferentes especies del
género Mycobacterium que pueden causar enfer-
medad en el humano, a esas enfermedades se les
llama micobacteriosis y se les designa con el nom-
bre de la especie demostrada, por ejemplo, mico-
bacteriosis chelonei en el caso de una infeccidon por
M. chelonei. La enfermedad que llamamos tuber-
culosis solo es causada por dos especies del género:
M. tuberculosis y M. bovis. Estas dos especies, asi
como M. leprac y M. marinum se consideran pato-
genos estrictos del humano, es decir que cuando se
encuentran en los tejidos humanos siempre estan
causando dafio.

Hay otras especies de micobacterias que tienen
potencial patogénico pero que también pueden
tener una existencia saprofitica, de tal forma que
su presencia en muestras clinicas no es siempre

evidencia de enfermedad. Finalmente, hay mico-
bacterias que solo tienen vida saprofitica y nunca
se ha demostrado que produzcan enfermedad, al
menos en humanos. Debido a lo anterior, en lo
que se refiere al diagnostico de la tuberculosis
siempre es necesario cultivar el bacilo e identifi-
carlo especificamente, ya que en muestras cli-
nicas pueden encontrarse otros bacilos acido-
alcohol resistentes que no son bacilo de la tuber-
culosis. En presencia de una historia clinica, un
examen fisico y un analisis epidemioldgico que
sugieran fuertemente la posibilidad de una infec-
cion tuberculosa, la demostracion de bacilos
acido-alcohol resistentes (BAAR) es una eviden-
cia presuntiva de la infeccion pero no una demos-
tracion definitiva.

A las micobacterias que son especies distintas de
los patogenos estrictos se les llamaba anteriormente
micobacterias atipicas, este término ha sido aban-
donado. Antes se usaba para designar aquellas espe-
cies cuyas caracteristicas bacterioldégicas no eran
tipicas del bacilo de la tuberculosis. Hoy en dia
debe wusarse el término Mycobacterium sp.
("species"), o su nombre especifico si ha sido
identificado. En conjunto se habla de estos
organismos como micobacterias no tuberculosis.
La importancia médica de este grupo de bacterias
ya habia sido reconocida desde los afios 50,
Runyon en 1959 propuso una clasificacion de las
mismas en base a sus caracteristicas de crecimiento
y foto cromogenicidad, que para fines de
identificacion en el laboratorio contintia siendo
atil.

Con excepcidon de M. tuberculosis, M. Bovis,
M. aviumintracellulare, y M. leprae, las otras
micobacterias no se consideran contagiosas.

M. tuberculosis y M. bovis son bacilos ligeramente
curvos, de 2 a 4 de longitud y 0.2 a 0.5 de
diametro, que se colorean en su totalidad o en for-
ma segmentaria (granular), pueden encontrarse se-
parados o en grupos. Pueden crecer en medios soli-
dos y liquidos, sus requerimientos nutricionales
son simples y crecen mejor a un pH entre 6,5 y 6.8.
El glicerol es una mejor fuente de Carbono que la
glucosa y su crecimiento in vitro aumentan en forma
importante si se usa una atmosfera de incubacion
con 5 a 10o/0 de CO2. El bacilo de la tuberculosis
es susceptible al calor y es eliminado con la tempe-
ratura de pasteurizacion (630C durante 30 minu-
tos) Cuando se encuentra en esputo seco, puede
mantenerse vivo hasta dos meses si no se expone a
la luz solar directa. La exposicion a la luz solar
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durante 20 a 30 horas mata al bacilo. Cuando se
encuentra en gotas microscopicas de saliva flotando
en el aire, el bacilo puede mantenerse infeccioso
hasta 10 dias. El bacilo es relativamente resistente
a los acidos, alcalis, sales de amonio cuaternario y
otros desinfectantes comunes, sin embargo, es facil-
mente inactivado por exposiciéon a fenol 50/0
(aunque en el esputo puede tomar hasta 24 horas el
efecto) o solucion de hipoclorito de Sodio 50/0.

DIAGNOSTICO BACTERIOLOGICO DE LA
TUBERCULOSIS

La contribucion del laboratorio bacterioldgico al
diagnostico de la tuberculosis puede conveniente-
mente ser considerada en cuatro fases:

1.  Asegurar la obtencion de muestras adecuadas
para estudio

2. Deteccion del bacilo por examen microscopi-
co directo

3. Aislamiento en cultivo e identificacion del
bacilo

4. Determinacion de la susceptibilidad del bacilo
alas drogas antituberculosas.

COLECCION DE MUESTRAS:

La obtencion de una buena muestra clinica es el
primer paso para efectuar un buen examen de la-
boratorio. El mayor problema aislado, en la recu-
peracion del bacilo de la tuberculosis en muestras
clinicas, es la presencia de organismos contami-
nantes. Por esta razon se recomienda que las mues-
tras sean obtenidas y procesadas prontamente. Si
se anticipa un atraso, las muestras deben refrige-
rarse.

Los recipientes en los que se recoge la muestra de-
ben manipularse con cuidado para evitar la conta-
minacion de la superficie externa, se ha demostra-
do que esto es un riesgo para el personal de hospi-
tal y de laboratorio (6)

ESPUTO: Para evitar en lo posible, la interferencia
de secreciones contaminantes como saliva y secre-
cion nasofaringea, se recomienda que el paciente
haga un cuidadoso asco de la boca y de la faringe
antes de obtener la muestra. Antes se recomendaba
la obtencion de muestras de esputo de 24 horas,
actualmente esta practica se ha descontinuado por-
que no hay mayor recuperacion de bacilos y mas
bien aumenta el grado de contaminacién y retarda
el crecimiento de los bacilos en los cultivos. La re-

comendacion actual es la obtencion de muestras
de esputo temprano por la maifiana, aproximada-
mente de 5 a 10 mi en frascos bien limpios, una
muestra diaria durante tres dias sucesivos. Si se
quiere ser mas exhaustivo se pueden obtener hasta
cinco muestras. Mas alld de este nimero no aumen-
ta el indice de recuperacion (fig. 1). La obtencion
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Relacidn entre el nbmero de muestras de esputo obtenidas y los
cultivos positivos en pacientes con sospecha de wberoulosis (App,
Microbiol, 1969, 18:915),

de una buena muestra depende de una buena
expectoracion y el paciente debe forzar un
acceso de tos para obtener el material de
secrecion bronquial. En los pacientes que no
tienen expectoral y sobre todo en nifios, es
dificil y a veces imposible obtener muestras
por expectoracion espontanea En esos
pacientes se pueden usar varias alternativas: 1)
inducir la produccion de esputo con solucion
salina tibia al 10o/o0 mediante el uso de
nebulizador. Cuando se usan nebulizadores
deben usarse soluciones de por esta sustancia es
inhibitoria para las mico bacterias La obtencion
de esputo inducido es superior a resultados
obtenidos por lavado gastrico y el
procedimiento es menos molesto para los
pacientes (7) En el laboratorio, la calidad de
las muestras debe evaluarse de acuerdo con
los criterios Murray y Washington (8), de no
hacerlo, se ¢
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promete seriamente la validez clinica de los resul-
tados.

Es esencia estos criterios establecen que si en
un extendido de esputo examinado con una magni-
ficacion de 100X (lente 10X y ocular 10X) se en-
cuentran mas de 25 células epiteliales escamosas
por campo, la muestra no es representativa y debe
repetirse.

La obtencién de contenido gastrico media hora
después de nebulizar al paciente si es recomenda-
ble porque se obtiene una mejor recuperacion de
bacilos y a veces es la unica forma de obtener
muestras en nifios. La combinacion del estudio
de esputo inducido mas lavado gastrico da mejores
resultados que cualquiera de estos procedimientos
usados en forma aislada.

LAVADO GASTRICO: El tiempo 6ptimo para ha-
cer lavado gastrico es temprano por la mafiana. El
paciente no debe haber ingerido medicamentos ni
alimentos en las ultimas 8 horas. Si se anticipa un
atraso en ¢l examen de la muestra, debe agregarse
100 mg. de Carbonato de Sodio al recipiente. Es
preferible procesar la muestra prontamente .

Después de hacer la aspiracion del contenido
gastrico y colocarlo en un recipiente estéril, se
introduce por la sonda un volumen de 20 a 30
mi de agua destilada y se vuelve a aspirar. Este ma-
terial de lavado gastrico se agrega al aspirado origi-
nal y se envia prontamente al laboratorio donde
debe ser neutralizado con NaOH.

MEDULA OSEA: La siembra de material aspirado
de la médula dsea es un procedimiento cuya validez
no es suficientemente apreciada. Es un método
muy efectivo para la demostracion de tuberculosis
diseminadas, particularmente en nifios. (9) Se reco-
mienda sembrar los tubos al momento de obtener
la muestra; si no es posible, el material aspirado
debe enviarse al laboratorio con prontitud y prefe-
rentemente debe usarse un anticoagulante.

TEJIDOS: Deben obtenerse con procedimientos
asépticos y enviarlos al laboratorio en un frasco
estéril. Se recomienda poner en el frasco una gasa
humedecida con solucidn salina estéril para evitar
que se seque el tejido.

Las formas ganglionares de tuberculosis a ve-
ces representan un problema de diagnostico. En los

pacientes con adenopatias linfaticas cerradas pal-
pables, es decir cuando no hay fistulizacion hacia la
piel, se pueden hacer punciones con aguja (10,11)
para aspirar material del ganglio y procesarlo para
examen directo y cultivo. Si el ganglio se extrae
quirurgicamente, la mitad se fijara en formalina para
estudio histopatologico y la otra mitad se envia al
laboratorio de Bacteriologia en un frasco estéril, en
una gasa humedecida con suero salino. Si se
anticipa un atraso, debe refrigerarse.

Cuando ya hay un drenaje al exterior, la mues-
tra de material caso purulento debe ser obtenida
del interior de la lesidon después de hacer una cuida-
dosa asepsia externa. Debe tenerse en cuenta que
las fistulas muchas veces estan colonizadas por
organismos de la piel y eso puede interferir con el
cultivo. Por eso, si es posible, la muestra debe sem-
brarse en duplicado, una parte en forma directa y
la otra después de someterla a descontaminacion.

SANGRE PERIFERICA: Estas muestras tienen
un valor muy limitado para el diagnéstico de la
tuberculosis y su estudio bacterioldgico debe evi-
tarse para este propdsito.

HECES: La validez del examen microscopico
de las heces para BAAR es nula porque en el intes-
tino con frecuencia hay bacterias acido resistentes
de especies saprofitas. Sin embargo, si se vuelve
necesario procesar muestras de heces para cultivo
por micobacterias, se recomienda tomar un hiso-
pado de material fecal, emulsificarlo en un caldo de
albumina de Dubos, incubarlo durante 18 a 24
horas y después tratar este caldo como si fuera
esputo.

LINFA: Las muestras de linfa obtenidas por
canalizacion del conducto toracico han sido utili-
zadas para estudio de pacientes con sospecha de
tuberculosis abdominal. (22)

Los exudados purulentos de abscesos "frios",
es decir que no se acompafian de intensa reaccidon
inflamatoria aguda son frecuentemente de origen
tuberculoso y siempre deben ser estudiadas por
micobacterias.

DETECCION DEL BACILO POR EXAMEN
DIRECTO DE LAS MUESTRAS:

Todas las muestras enviadas al laboratorio para
estudio por micobacterias deben ser sometidas
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a estudio bacterioldgico directo. La caracteristica
de acido-resistencia hace que el examen directo
sea muy importante. Aunque el significado de la
presencia de bacilos acido-alcohol resistentes solo
es presuntivo, si se acompaia de datos clinicos y
epidemioldgicos sugestivos de la enfermedad, per-
mite tomar decisiones tempranas, ya que general-
mente el resultado del cultivo tardara varias sema-
nas mas. El examen microscopico ayuda ademas
con la evaluacion del crecimiento de colonias en
los cultivos.

Las muestras clinicas se pueden estudiar tal como
llegan al laboratorio o después de someterlas a
procedimientos de concentracion para incrementar

la tasa de positividad. Sin embargo, debe tomarse
en cuenta que el examen directo es una técnica
insensitiva cuando la comparamos con el cultivo
y como la excrecidon del bacilo (en muestras de
esputo) es irregular, también lo son los resultados
obtenidos.

Es posible que haya examenes directos positivos
acompafnados de cultivo negativo, eso a veces se
debe al uso de procedimientos fuertes de descon-
taminacion de las muestras o al uso de drogas
antituberculosas antes de obtener la muestra.

Las consideraciones anteriores asumen una técnica
aceptable, pero si por otro lado no tenemos un ma-
nejo debido de las muestras, la recuperacion de
bacilos estara mas comprometida. Entre las causas
técnicas de error se incluyen:

. laminas mal preparadas

. confusidn del bacilo con artefactos de la prepa
racion

. decoloracion excesiva

. poco contraste del contracolorante

. soluciones de colorante mal preparadas

. contaminacion de la preparacion con bacilos del
agua

. uso de recipientes de coloracidn para varias lami
nas.
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Las muestras siempre se examinan con lente de
inmersion, eso significa una magnificacion entre
800 y 1250 veces, por lo general 1000 veces. De
acuerdo con los Standards para el Diagnostico y
Clasificacion de la Tuberculosis y otras Enferme-
dades por Micobacterias (12), se debe utilizar la
siguiente escala de informes.

Numero de bacilos observados Método de informe

0 en 100 0 mas campos
1 a2 en 300 campos

Negativo por BAAR (—)
Se informa el numero de bacilos
observados y se pide repetir la
muestra (£)

1a9en 100 campos
1a9en 10 campos

1 a9 en cada campo
10 o0 mas por campo

Numero promedio/100 campos (1 +)
Numero promedio/10 campos (2+)
Numero promedio/campo 3»)
Mas de 9 por campo (4%)

Teoricamente no hay un nimero de bacilos que no
se pueda detectar por examen directo, pero estadis-
ticamente, el examen directo es una prueba de pro-
babilidad, entre menos bacilos hay en la muestra,
menos probable es encontrar un resultado positivo
en el examen microscopico. Por ejemplo, se han
calculado estas probabilidades y para cada uno de
los grupos de la tabla anterior, los valores son los
siguientes:

Si en el examen directo el
numero de bacilos es.. .

La probabilidad de que haya
un informe positivo del examen
microscopico es:

0 en 100 o mas campos menos del 100/0
Ta2/ 300 campos 500/0
Ta9/100 campos 900/0

la 9/ 10 campos 96.20/0
1a9/campoy 99.5% mayor
10 o méas por campo

De acuerdo con el Centro de Control de Enferme-
dades (CDC) del Servicio de Salud Publica de los
Estados Unidos de América, el tiempo promedio
para examinar 300 campos microscopicos de in-
mersion en una lamina, para buscar bacilos acido-
resistentes, es de 25 minutos. Si consideramos que
el area de cada campo microscopico es de 0.02
mm?2 y que el area total de la preparacion es usual-
mente de unos 2 cm2, para examinar toda la prepa-
racion se tendrian que ver 10,000 campos micros-
copicos. Se ha calculado que si solo se examinan
unos 100 campos microscopicos, para detectar un
bacilo es necesario que en la preparacion haya
800, esto corresponde a que 1 mi de esputo debe
tener unos 270.000 bacilos.

Lo anterior demuestra que es necesario tener la
paciencia y la conciencia adecuadas al caso, para
examinar una muestra por bacilos acido-resistentes.
También tedricamente significa que una sola per-
sona, asumiendo que hace un trabajo ininterrum-
pido en el microscopio, s6lo podria examinar
exhaustivamente entre 16 y 20 muestras diarias.

Para los médicos en areas rurales, Centros de Salud
y hospitales pequefios o mal abastecidos de perso-
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nal o facilidades adecuadas de laboratorio, el exa-
men microscopico continta siendo el procedimien-
to mas valioso para el diagnostico de la tuberculosis.
La negatividad del examen, como ya se dijo, no
excluye la posibilidad de infeccion o enfermedad
tuberculosa pero la sensibilidad clinica del método
puede mejorarse si la muestra se concentra por cen-
trifugacion o por filtracion (13)

La técnica de coloracion que se recomienda de ruti-
na para el examen directo es el método de Ziehl-
Neelsen. Hay otras técnicas que también dan bue-
nos resultados, como el método de Kinyoun, que
usa los mismos colorantes que el primero, pero no
requiere calentamiento de la muestra; y el método
de Truant que en lugar de Fuchsina, utiliza sustan-
cias fluorescentes (auramina y rodamina) para
colorear el bacilo. Esta ultima es una simple técnica
de coloracion que se basa en el mismo principio que
la coloracion de Ziehl-Neelsen, pero requiere del
uso de un microscopio de luz ultravioleta equipado
con los filtros especiales para detectar la fluo-
rescencia de la auramina. No debe considerarse una
técnica de inmunofluorescencia.

Comparativamente, la sensibilidad de todos estos
métodos es igual, pero la técnica de Truant quizas
permita el estudio mas rapido de las preparaciones
y por eso podria recomendarse para el tamizado
de numerosas laminas el mismo dia.

CULTIVO PARA EL AISLAMIENTO E IDENTI-
FICACION DEL BACILO DE LA TUBERCULOSIS

Como ya se dijo, la mayor parte de las muestras en-
viadas para cultivo para micobacterias, contienen
otros microorganismos que al crecer podrian im-
pedir el crecimiento del bacilo de Koch, que crece
mas lentamente. Por esta razén, el aislamiento del
bacilo a menudo depende del uso de métodos de
descontaminaciéon de las muestras. Las muestras
obtenidas de sitios normalmente estériles como
liquido cefalorraquideo, liquido articular, médula
osea, etc., no se someten a procedimientos de
descontaminacion.

El alto contenido lipidico de la célula del bacilo
de la tuberculosis hace que éste sea muy resistente
al tratamiento con diversos agentes quimicos que
facilmente dafian a otras bacterias comunes. Sin
embargo, aun usando los métodos menos drasticos,

solo un 10 a 200/0 de las micobacterias van a so-
brevivir a dicho tratamiento. En el laboratorio se
trata de usar los métodos mas suaves y por eso,
siempre existe el riesgo de que las muestras no sean
completamente descontaminadas y el cultivo resul-
te contaminado con crecimiento de bacterias co-
munes. Esa tasa de contaminacion en el laboratorio
no debe superar un 5o0/0 del total de cultivos y
debe mantenerse entre 2 y 50/0. Si es menor del
20/0 mas bien es indicativo de que se estdn usando
métodos muy fuertes de descontaminacion.

Junto con el procedimiento de descontaminacion,
en algunas muestras es necesario usar sustancias
con propiedades mucoliticas como acetilcisteina,
dithiotreitol, fosfato trisddico y algunas enzimas
para el tratamiento de muestras con moco espeso,
ej. esputo. Eso facilita la accion del agente descon-
taminante y su uso en concentraciones mas bajas,
ademas, licua la muestra y la hace mas manejable.
La rapidez con que actian los distintos agentes des-
contaminantes es variable (14)

La tabla siguiente indica los agentes descontami-
nantes mas usados:

1. Hidroxido de Sodio 40/0

2. Hidroxido de Sodio 20/0 + N—Acetilcisteina
(odithiotreitol)

3. Fosfato trisédico 130/0 + Cloruro de Benzal-
konio (Zephiran”)

4. Clorhidrato de Cetilpyridium lo/o + NaCl 20/0

5. Acido Sulfurico 40/0

6. Acido Oxalico 50/0

Las muestras descontaminadas, licuadas u homoge-
nizadas, son luego sometidas a concentracion. Esto
puede hacerse por centrifugacion siempre y cuando
se tome en cuenta que la densidad del bacilo sea
suficientemente mayor que la del medio de suspen-
sion. Esto a veces se logra agregando una solucion
isotonica tamponada a la muestra después de que
se ha descontaminado (ej. Buffer de fosfato 0.067M
pH 6.8). La fuerza centrifuga debe ser al menos
3000 G y el tiempo de centrifugacion de unos
30 min. Se ha demostrado que el incremento de
la fuerza centrifuga aumenta tanto el ntimero de
examenes directos y cultivos positivos como la
correlacion entre los resultados del examen directo
y los cultivos (15).Para algunos liquidos, en parti-
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cular liquido cefalorraquideo, el método de con-
centracion por filtracion se puede usar en forma
mas conveniente (16).

El cultivo de la muestra debidamente tratada es
sumamente importante, los pacientes con cambios
radiograficos minimos de enfermedad pulmonar
tienen mas probabilidades de tener un cultivo posi-
tivo con examen directo negativo que los pacientes
con tuberculosis bien establecida con formacion de
cavernas. (17)

Para el cultivo se utilizan varios medios que permi-
ten el crecimiento de M. tuberculosis, M. bovis y
otras mico bacterias. Entre ellos hay medios selec-
tivos y no-selectivos, con base de huevo y con base
de agar. Se recomienda que en la siembra primaria
se utilicen: un medio no-selectivo a base de huevo
(ej. Loewenstein-Jensen, ATS o Petroganani), un
medio no selectivo a base de agar (ej. Middlebrook
7H10 o preferentemente Middlebrook 7H11) y por
lo menos un medio selectivo, ya sea a base de hue-
vo (ej, Gruft o Mycobactosel) o a base de agar (ej.
Middlebrook 7HI10 selectivo o Middlebrook 7H11
selectivo, llamado también medio de Mitchison).
Ademas de las formulas antes mencionadas, hay
otros medios de cultivo que han sido usados con
éxito para el cultivo de micobacterias. A todos
los medios, y bajo indicaciones particulares, se les
puede agregar suplementos nutritivos adicionales.

La incubacion de los cultivos en una atmosfera de
5 a l10o/0 de CO2 es esencial para el crecimiento de
micobacterias en los medios a base de agar y es
estimulante para el crecimiento del bacilo en los
medios a base de huevo. El estimulo maximo se
produce entre el 40 y 100 dia de incubacion.

Los cultivos una vez sembrados en los medios apro-
piados e incubados en la atmosfera adecuada, se
mantienen a 370C entre seis y diez semanas. Los
platos de Petri y los tubos son examinados diaria-
mente. Si no hay crecimiento al cabo de este tiem-
po, se descartan. Si por otro lado, si se demuestra
crecimiento, se procede a la identificacion del orga-
nismo sospechoso.

Tipicamente, M. tuberculosis y M. bovis son orga-
nismos de crecimiento lento a 370C, la colonia es
aspera y no tiene pigmento. En los medios a base

de agar se puede detectar crecimiento desde los
10 dias, en los medios a base de huevo generalmen-
te crecen después de las dos semanas.

La discusion de los métodos de identificacion del
bacilo no cabe dentro de este resumen, los proce-
dimientos utilizados se basan en la demostraciéon
de propiedades morfologicas, metabolicas, foto-
cromogenas, cromatograficas, etc. (18,19,20),

SUSCEPTIBILIDAD A DROGAS.

Debido a la creciente importancia de la necesidad
de conocer la resistencia primaria a las drogas anti-
tuberculosas (definida corno la resistencia de la
mico bacteria) aislada en un paciente que NO ha
sido tratado anteriormente), a menudo es necesa-
rio efectuar estudios de susceptibilidad a
drogas(21) Cuando se solicitan estos estudios, el
clinico debe conocer ciertos conceptos basicos:

La resistencia de las micobacterias es independiente
de la exposicion a antibidticos antituberculosos.
La frecuencia de cepas mutantes resistentes en un
cultivo, se ha estimado que es del orden de 1 en
10" para isoniazida, 1 en 10" para estreptomicina
y 1 en 10H para isoniazida + estreptomicina.

Como una cavidad abierta puede tener una pobla-
cion de bacilos de 10" a 1(P, potencialmente
10)a 10 pueden ser resistentes a isoniazida y 10
a 10 a estreptomicina. Por esta razon es que se usan
tratamientos con mas de una droga. También,
cuando el paciente no toma una de las medicinas,
rapidamente los bacilos se vuelven resistentes.

Actualmente hay unas 10 a 12 drogas antituber-
culosas, de ellas, cuatro son consideradas medica-
mentos de primera linea (isoniazida, estreptomi-
cina, rifampicina y ethambutol). Otras son drogas
de segunda linea, (etionamida) capreomicina,
kanamicina, pirazinamida y acido
paminosalicilico) y se usan cuando se demuestra
resistencia primaria a las drogas del primer grupo.

Ademas de conocer la resistencia primaria a drogas,
las pruebas de susceptibilidad también estan indica-
das para orientar el reajuste del régimen terapéuti-
co cuando el paciente no responde al tratamiento.
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La técnica para evaluar la susceptibilidad de las
micobactenas a las drogas antituberculosas es dife-
rente de las técnicas para estudiar las bacterias co-
munes. El principio del método de susceptibilidad
proporcional para micobacterias se basa en que si
mas del lo/o de una poblaciéon de micobacterias
muestra resistencia in vitro a un agente antituber-
culoso, la infeccion no respondera favorablemente
al uso de ese medicamento.

NUEVAS TENDENCIAS:

En laboratorios avanzados actualmente se estan
utilizando métodos para el diagnostico bacteriold-
gico rapido de la tuberculosis, por ejemplo, me-

diante la deteccion radiométrica automatica de
productos metabolicos del bacilo en el sistema
BACTEC, se puede acortar el tiempo para su detec-
cion en muestras clinicas (23). También se estan
utilizando métodos rapidos para la identificacion
del bacilo una vez aislado en cultivo por los méto-
dos convencionales, por ejemplo utilizando croma-
tografia de gas (24) Mas recientemente se ha intro-
ducido un método de ensayo inmunoenzimatico
para la deteccion de antigeno del bacilo de la
tuberculosis en forma soluble en muestras clinicas,
particularmente en el liquido cefalorraquideo (25)

Estos procedimientos poco a poco encontraran su
aplicacion rutinaria en los laboratorios clinicos y
de salud publica.
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