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Optimizacion del diagnostico microbiologico
en infecciones por micobacterias

PATRICIA GONZALEZ A.*

La infeccién por Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) ha acompaiiado al ser humano desde sus
inicios, constituyéndose en una de las més im-
portantes enfermedades infecciosas a medida que
el hombre se estableci en vida comunitaria.

Aun cuando durante el siglo pasado se obtu-
vieron grandes avances en el conocimiento del
agente causal, en la epidemiologia de la enfer-
medad, en la prevencién mediada por una vacu-
na y en el tratamiento y control de la transmi-
sién, la tuberculosis continda ocupando un lu-
gar destacado dentro de las enfermedades in-
fecciosas en el siglo XXI.

El diagnéstico confirmatorio de la tuberculo-
sis depende del estudio microbiolégico, el que
ha tenido un gran desarrollo a medida que se ha
hecho necesario diagnosticar en forma cada vez
mas oportuna los casos nuevos, con el fin de
controlar precozmente las fuentes de trasmision
de la enfermedad.

Pero, a medida que se reduce la incidencia de
la enfermedad en una poblacién, se va haciendo
mas dificil detectar precozmente los nuevos ca-
sos, lo que ha impulsado el desarrollo de técni-
cas mas sensibles de diagnéstico.

Los avances se han producido en las diferen-
tes etapas del diagndstico microbiolégico, entre
los cuales resalta la optimizacién del rendimien-
to del cultivo, propésito que se ha logrado a
través de dos estrategias:

1) aumentar la recuperacién de Micobacterias, y
2) aumentar la velocidad de crecimiento de és-
tas.

Antes de seguir adelante, es necesario sefialar
que se debe contar con una muestra adecuada y
representativa del foco infeccioso, de acuerdo
al diagnéstico clinico.

Una vez decidido el sitio a estudiar, es funda-
mental establecer un protocolo de toma de mues-
tra que asegure su representatividad y reduzca
la contaminacién con flora comensal. Al asegu-
rarnos de estas dos condiciones, estaremos au-

mentando el nimero de Micobacterias presentes
y a la vez disminuiremos el niimero de bacterias
contaminantes.

La muestras susceptibles de estudio de Mico-
bacterias se muestran en la Tabla 1.

Las muestras provenientes de sitios estériles
deben ser obtenidas a través de punciones, utili-
zando técnicas asépticas, siendo recomendable
el andlisis de un volumen de 10 ml (excepto en
LCR), pues son localizaciones en las que se
presume la presencia de una baja carga bacilar.
La recoleccién se debe realizar en frasco estéril
e idealmente el procesamiento debe ser realizado
de inmediato.

Las muestras que provienen de sitios conta-
minados, especialmente expectoracién y orina,
deben ser obtenidas a través de métodos riguro-
sos, con el fin de tener simultineamente una
muestra representativa del 6érgano afectado y a
la vez una contaminacién minima con flora co-
mensal.

La segunda érea de trabajo para optimizar el
rendimiento del estudio de Micobacterias, abor-
da el procesamiento que se le realiza a la mues-
tra, previo al estudio microscépico y a la siem-
bra en medios de cultivo.

Aun cuando el estudio microscépico, mediante
de tinci6én de Zhiel-Neelsen a partir de la mues-
tra directa, es de suma importancia, especial-
mente en la evaluacién inicial de pacientes gra-
ves, es necesario recordar que su sensibilidad
aumenta al realizarlo a partir de la muestra pro-
cesada, ya que ésta ha sido sujeta a una con-
centracién por centrifugacién, lo que facilita la
observacién de bacilos 4cido alcohol resisten-
tes.

El proceso de descontaminacién tiene como
prop6ésito mucolizar la muestra y, a la vez, des-
truir parte de la flora comensal acompafiante.
Ademés, permite concentrar la muestra, lo que
facilita el estudio microscépico y el aislamiento
de las Micobacterias. Existen diferentes méto-
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dos de descontaminacién efectivos (Tabla 2),
que se diferencian segin el tipo de solucién
descontaminante-mucolitica usada.

En la medida en que se logra asegurar una
obtencién y conservaciéon adecuadas de las
muestras contaminadas, se puede seleccionar el
método de descontaminacién menos agresivo;
el més conveniente es el que emplea NaCl-NaOH

en el cual’la N-acetil cisteina cumple la funcién
mucolitica que ha perdido la solucién de NaOH
al 2%, m' nteniendo ésta la capacidad de des-
contaminacién (Tabla 3).

Sea cual fuere el método seleccionado, es
necesario recordar que todos finalizan con una
etapa de concentracién por centrifugacién, eta-
pa critica para reducir la eventual dilucién de la

Tabla 1. Bases de la toma de muestra para el estudio de micobacterias

I. Generalidades

Recoleccion en recipiente estéril

Transporte oportuno a temperatura ambiente cuando las muestras son de sitios estériles
Refrigeracién es aceptable en muestras que contienen flora comensal.

II. Muestras respiratorias

Expectoracion espontdnea: Se obtiene asistiendo al paciente para que, luego de un buen aseo de la cavidad oral, a
partir de una inspiracién profunda, se obtenga la muestra del tracto respiratorio inferior. Es fundamental la obtenci6n
de una muestra matinal durante al menos 2 dias consecutivos.

Expectoracién inducida: Se aplica en pacientes en los que no se puede obtener expectoracién espontdnea. Consiste
en realizar una nebulizacion con 100 ml de solucion salina hiperténica (NaCl 3%) y posteriormente recolectar una
muestra que en muchas ocasiones tiene caracteristica acuosas, por lo que es importante advertir al laboratorio sobre el
método de obtencién.

Secrecién bronquial o traqueal
Aspirar secreciones con sonda estéril. Colocar la muestra en tubo o recipiente estéril. Enviar al laboratorio a temperatu-
ra ambiente.

Lavado broncoalveolar
Recolectar la segunda porcién del material aspirado y colocar en un matraz estéril adecuado (20-50 ml). Enviar al
laboratorio rdpidamente.

III. Liquido cefaloraquideo

Obtencién de la muestra por puncién, previa desinfeccién de la piel, siguiendo una técnica aséptica. Colocar el
liquido (3-5 ml) en tubo venoject tapa roja, rotulado "cultivo". Transportar de inmediato al laboratorio (15 minutos)
adjuntando orden de examen con estudio el microbiolégico solicitado. (Se obtiene mejor rendimiento si se envia para el
estudio de Micobacterias un volumen mayor a 3 ml).

IV. Otros fluidos estériles
Recoger al menos 10 ml en tubo estéril. Agregar anticoagulante (SPS o heparina) al recipiente si es necesario (por
presencia de fibrinégeno).

V. Contenido gastrico

Tomar la muestra en la mafiana al despertar, para obtener la expectoracién deglutida durante el suefio. Usando suero
fisiolégico obtener una muestra de 5 a 10 ml en envase estéril. De inmediato neutralizar el pH con 100 mg de
bicarbonato de sodio. Se recomienda enviar muestra en 3 dias consecutivos.

VI. Tejido de biopsia
Colocar muestra en envase estéril, sin fijador u otro preservativo. Enviar de inmediato, sin refrigerar.

VII. Orina

Recoger al menos 50 ml de orina de primera miccién de la mafiana, obtenida por sondeo o bien por miccién espontdnea
de segundo chorro. Enviar en envase estéril.

Se recomienda procesar al menos 6 muestras en dias sucesivos. No es aceptable el estudio de especimenes que no
correspondan a la primera miccién del dfa, ya que las muestras diluidas tienen menor rendimiento.

VIII. Transporte
El transporte de las muestras debe realizarse de inmediato, para evitar sobrecrecimiento de la flora acompaiiante. Sila
llegada al laboratorio va a demorar més de 1 hora, refrigerar entre 4 y 8°C. No refrigerar muestras para hemocultivos.
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muestra durante el procesamiento. Una vez ob-
tenido el sedimento de la muestra concentrada,
se procede a realizar un frotis para estudio mi-
croscépico y, al mismo tiempo, se realiza la
siembra en los medios disponibles.

Una herramienta importante para optimizar el
estudio microbiolégico convencional de Mico-

bacterias ha sido la incorporacién de medios de
cultivos que reducen el tiempo de recuperacion,
algunos de éstos asociados a métodos épticos
de deteccién de crecimiento. Al ser algunos in-
tegrados en sistemas automatizados, simplifican
el trabajo de rutina en el laboratorio.
Tradicionalmente, el método méas utilizado

Tabla 2. Procesamiento de muestras para el estudio de micobacterias

Todo procesamiento de muestras para Micobacterias se debe realizar bajo el gabinete de bioseguridad.

I. Muestras contaminadas con flora comensal

» Muestras respiratorias: Conservarlas refrigeradas hasta su descontaminacién y siembra.

» Contenido gastrico: Luego de neutralizar, mantener las muestras refrigeradas hasta su descontaminacién.

» Orina: Centrifugar 50 ml de orina de segunda miccién a 3000 rpm por 15 minutos; eliminar sobrenadante y
resuspender en 2 a 5 ml de agua destilada estéril. Conservar entre 2y 8 °C

II. Muestras de sitio estéril

» Sangre: Mantenerlas a temperatura ambiente hasta su procesamiento.

» Tejido: Conservarlas refrigeradas hasta ser procesadas.

» Médula ésea: Mantenerlas a temperatura ambiente hasta ser procesadas.
> Otros fluidos estériles: Conservarlas refrigeradas hasta ser procesadas.

Tabla 3. Método de digestién/descontaminacién. Tecnica de NaCl-NaOH 2%

I. Muestras contaminadas

Todo procesamiento de una muestra para Micobacterias se debe realizar bajo gabinete de bioseguridad.

* Colocar 2-5 ml de la muestra en tubo de centrifuga de 50 ml. En caso de muestra liquida (orina, lavado broncoalveolar)
centrifugar 10 ml de la muestra y resuspender sedimento hasta 2 ml.

» Agregar al tubo con la muestra, un volumen igual de solucién mucolitica/descontaminante (N-acetilcisteina /NaOH 2%)

* Agitar con vdrtex suavemente durante 30 segundos (3 veces)

* Incubar por 15 minutos a temperatura ambiente.

* Neutralizar con buffer hasta completar 50 ml, evitando tocar los bordes de los tubos y las salpicaduras.

* Invertir el tubo para mezclar.
* Centrifugar a 3.000 g durante 30 min.
¢ Descartar el sobrenadante en un recipiente adecuado.

¢ Mediante un asa plastica realizar un frotis de unos 2 cm de didmetro sobre una lamina nueva.

e Agregar 0,5 ml de solucién de albimina, factor V, o suero fisiolégico.

e Mezclar suavemente con pipeta y sembrar en los distintos medios de acuerdo a tabla de siembra.
e Guardar el resto del sedimento en refrigerador durante 7 dfas.

I1. Muestras no contaminadas

quuzdos pleural y cefalorraquideo

Centrifugar el mayor volumen de liquido disponible (por lo menos 10 ml) a 3.000 rpm durante 15 min.

* Eliminar el sobrenadante y resuspender en 1,5 ml.

e Mezclar suavemente con pipeta y sembrar en los distintos medios de acuerdo a tabla de siembra.

* Realizar frotis para tincién.

* Conservar resto del sedimento en refrigerador hasta descartar una contaminacion bacteriana.

Tejido

» En forma aséptica colocar el tejido en mortero estéril y macerar con 1 a 2 ml de suero fisiolgico o caldo de cultivo.
* A partir del macerado, sembrar en los distintos medios de acuerdo a tabla de siembra.

* Realizar frotis para tincién

» Conservar restos del tejido macerado en refrigerador hasta descartar contaminacion bacteriana.
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para el aislamiento de Micobacterias es el medio
de Lowenstein-Jensen cuya base es orgédnica
(huevo) y tiene incorporados inhibidores de cre-
cimiento, como el verde de malaquita, que impi-
de la proliferacién de eventuales contaminantes
de la muestra. La principal limitante de este me-
dio es que también afecta la velocidad de creci-
miento de Micobacterias por lo que la recu-
peracion se obtiene luego de un mes o més de
incubacién. La mayor ventaja es que permite
trabajar con muestras en las cuales la rigurosi-
dad de su obtencién y conservacién no estin
aseguradas, dado que la inhibicién de los conta-
minantes es bastante efectiva.

El laboratorio de Micobacterias ha incorpora-
do medios de cultivos adicionales que permiten
recuperar mds precozmente las Micobacterias
en la medida que mejora la calidad de la mues-
tra. Entre éstos destacan el medio s6lido 7H10
en agar de Middlebrook y los medios liquidos.

El primero consiste en un medio sintético
trashicido, que contiene pequeifias cantidades de
verde de malaquita. En este medio la recupera-
cién de Micobacterias se obtiene 10 a 15 dias
antes que con el medio de Lowenstein-Jensen,
sobre todo si se realiza la lectura de las placas
con lupa.

Sin embargo, los principales avances depen-
den del empleo de medios liquidos incorporados
a equipos automatizados de monitoreo perma-
nente y de deteccién a través de rayos laser. En
estos sistemas se atinan los beneficios que otorga
el medio liquido, por su mayor rapidez de creci-
miento, junto a un sistema de monitoreo conti-
nuo, basado en lectura laser de deteccién. El
resultado de estos sistemas impacta por la rapi-

dez de la recuperacion de Micobacterias. En
muestras con baciloscopias (+) se obtiene antes
de los 15 dfas y en aquellas con baciloscopias ()
en general antes de los 30 dias de incubacion,

El tnico inconveniente de estos dos tipos de
medios de cultivo es que por tener una baja
cantidad de inhibidores, se debe lidiar con la
contaminacién, por lo cual se hace necesario
mantener siempre el respaldo que entrega el me-
dio de Léwenstein—Jensen. Todo centro que de-
cida incorporar alguno de estos medios de cultivo
(BACTEC, MGIT, etc), debera evaluar su reali-
dad local para poder definir el método de descon-
taminacién mds adecuado de acuerdo a la cali-
dad de las muestras que procesa y al nivel de
contaminacidn habitual de sus medios de cultivo.

En resumen, la optimizacién del diagnéstico
microbiolégico convencional en el Laboratorio
de Micobacterias debe ser abordado siguiendo
las etapas propuestas, enfatizando la importan-
cia de disponer de muestras representativas, la
seleccién del método de descontaminacién me-
nos agresivo para cada situacién y la incorpora-
cién de una segunda observacién microscépica
a partir de la muestra descontaminada y con-
centrada.

Sélo una vez logrado lo anterior, se puede
considerar la introduccién de medios sintéticos
sélidos, quedando para una etapa posterior el
agregado de sistemas automatizados de detec-
cién de crecimiento. Dado el alto costo en equi-
pamiento € insumos que conllevan los sistemas
automatizados, antes de considerar su introduc-
cién en un laboratorio clinico de Micobacterias,
debe evaluarse bien el beneficio que pueden apor-
tar.
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