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RESUMEN

En los dltimos afios se han desarrollado numerosos métodos de decontaminacion y
homogenizacién del esputo para el aislamiento de micobacterias. El objetivo del estudio fue
comparar los resultados del cultivo utilizando dos métodos de descontaminacion de muestras
pulmonares. Se procesaron 2584 muestras de esputo, se utilizaron dos métodos de
descontaminacion: el método de precipitaciéon lenta (MPL) de Valdivia y el de Petroff. Por el
meétodo de precipitacion lenta se procesaron 1339 (51.81%), de ellas 89 (6.6%) resultaron
positivas. Por el método de Petroff se procesaron 1245 (41.18 %), donde 46 (3.7%) resultaron
positivas. El porciento de contaminacion en ambos métodos fue menor del 3% establecido
por las normas internacionales, siendo mas bajo con el método de precipitacién lenta, que
resulté mas eficaz en cuanto a productividad del cultivo.
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ABSTRACT

In recent years there have been numerous methods of decontamination and homogenization of
sputum for isolation of mycobacteria. The objective was to compare a simpler pretreatment
method, less expensive and minus risk to the handler but with equal or greater productivity and
low pollution index Petroff method that usually employed. Were processed 2584 samples using
two decontamination methods: slow precipitation method of Valdivia and Petroff Method. Of
2584 sputum samples, 1339 were processed by slow precipitation method of Valdivia, of this 89
(6.6%) were positive. With the Petroff method were processed 1245(41.18%), by this method 46
(3.7%) were positive. The percentage of contamination in both methods was less than 3 %,
according to the international standards being lower in the slow precipitation method of Valdivia
and more effective in terms of culture productivity.
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INTRODUCCION

En las ultimas décadas, ha tenido lugar en el mundo la emergencia o reemergencia de eventos
epidemiolégicos, entre ellos el incremento de la tuberculosis (TB), que ha vuelto a surgir como
problema sanitario de primera magnitud, tanto en los paises en vias de desarrollo, como en los
desarrollados. La tuberculosis (TB) es una enfermedad de importancia mundial. Se estima que
un tercio de la poblacion del planeta se encuentra infectado por Mycobacterium tuberculosis y
que cada ano se registran nueve millones de casos nuevos.’

Mycobacterium tuberculosis es responsable de infecciones con una elevada morbi— mortalidad.
A pesar de los avances en las ciencias médicas, TB contintia siendo un problema de salud a
escala mundial. El diagnéstico de esta infeccion de forma rapida y efectiva es fundamental para
proveer una adecuada terapia antimicrobiana e implementar un control efectivo de la
enfermedad, prevenir la diseminacion en la comunidad y realizar intervenciones de salud.?®

El cultivo representa un paso decisivo para el diagndstico, tratamiento y control de la TB,es el
método mas sensible y especifico para detectar Mycobacterium tuberculosis. Para el
diagnéstico del género Mycobacterium se han desarrollados numerosos métodos de
decontaminacion y homogenizacion del esputo para lograr el mejor aislamiento de
micobacterias como son; el método de Petroff , método lento de agitacién y precipitacion y
otros, en virtud de encontrar mejores resultados de positividad al examen de cultivo que
debido a su mayor sensibilidad, permite incrementar la localizacion de casos cuando el examen
directo es negativo, siendo este la prueba de oro para el diagnostico definitivo.*®

En 1976 se desarroll6 por Valdivia y colaboradores un método lento de agitacion y
precipitacion que presenta las siguientes caracteristicas: no se utiliza centrifugacioén, obvia el
paso de neutralizacion. En los laboratorios base de nuestras red de servicios, los métodos mas
utilizados son el método de Petroff, Petroff Modificado, método de Precipitaciéon, y otros
recomendados en la literatura, estos métodos tienen reconocidas ventajas en los laboratorios
de Micobacteriologia.*®

Nuestro trabajo tiene como objetivo utilizar el método de precipitacién y agitacion lento
descrito por Valdivia JA, método simple, menos costoso, y de bajo riesgo para el manipulador,
y que posea igual productividad, asi como bajo indice de contaminacion que el método de
Petroff usualmente empleado, para en el caso que tengamos problemas técnicos en el
laboratorio nos podamos auxiliar confiadamente en otro método diagnéstico con similares

resultados.

MATERIALES Y METODOS

Se evaluaron 2584 muestras pulmonares; 1339 porel MPL, y 1245 por el método de
Petroff, todas fueron recibidas en el Laboratorio Nacional de Referencia e Investigaciones de
Tuberculosis y micobacterias del Instituto de Medicina Tropical "Pedro Kouri® (IPK), en el

periodo de julio 2010 a junio del 2012.
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Debemos aclarar que para este estudio fueron excluidas del estudio las muestras no utiles para
el cultivo y las muestras extrapulmonares.

Las muestras se procesaron por ambos métodos

Cuadro # 1. Descripciones de ambos métodos

Método Petroff Método lento de precipitacion y agitacion
+
2mi de esputo + 2ml de NaOH al 4 2ml de esputos + 2ml de PO4Naa. 12 HZO al
% 23%.
Adicionar gotas de rojo fenol 0.04 Se afiaden 2 gotas de BaSO4 al 5 %
% y homogenizar

Se agita cada muestra, a mano varios segundos
Adicionar gotas de H2S04 al 15% hasta homogenizar, si alguna muestra no se
hasta cambio de color (amarillo) y homogeniza, se vuelve a agitar

homogenizar.

Se colocan los tubos en la incubadora de 18 -
24 horas.

Dejar en reposo de 30 — 45 min. y
agitar ocasionalmente

Adicionar gota a gota de NaOH hasta Se aspira directamente el sedimento con pipeta
cambio de color (rosado) estéril

Se Inoculan 0.2ml en el medio UIT modificado.

Centrifugar 15 min a 3500 rpm I

Se realiza la lectura una vez por semana durante
8 semanas

Decantar el sobrenadante y inocular
0.2 ml en tubo con medio UIT e

incubara 37 C

durante 8 semanas

Realizar la lectura una vez por semana |

RESULTADOS Y DISCUSION

De las 1227 muestras cultivadas por el método Petroff, 876 (71.4%) fueron negativas, 12
(1%) muestras con baciloscopia positiva se confirmé por el cultivo y 287 (23.4%) resultaron
contaminados.

Por el método de precipitacion lenta fueron cultivadas 1304 muestras, donde 1108 (84.9%)
fueron negativas, se confirmo por el cultivo las 16 (1.2%) muestras con baciloscopia positiva y
resultaron contaminadas 86 (6.6%).

Los cultivos fueron clasificados segun la categoria en:

a) Bacilocopia (+)/ Cultivo (+) BK (+)/CU (+)
b) Bacilocopia (-)/ Cultivo (-) BK (-)/CU (-)

c) Baciloscopia(-)/ Cultivo (+) BK(-)/CU(+)

d) Baciloscopia (+)/ Cultivo (-) BK (+)/CU (-)
e) Baciloscopia(+)/ Cultivo Contaminado BK(+)/CU Cont

f) Baciloscopia (-)/ Cultivo Contaminado BK (-)/CU Cont
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Tabla I. Distribucion de las muestras por categoria y método de decontaminacion utilizado.

MPL MP

Categoria No % No %
BK (-) CU(-) 1108 84.9 876 71.4

BK (-) CU(+) 89 6.82 46 3.7

BK (+) CU(-) 4 0,30 5 0,4

BK (+) CU(+) 16 1.2 12 1

BK (-) CU contaminado 86 6.6 287 23.4

BK (+) CU contaminado 1 0,1 1 0.1
Total 1304 100 1227 100

Por el método de precipitacion lenta de Valdivia JA se obtuvo una productividad del 6.82 %
similar estadisticamente a la del 3.7% obtenida por el método del Petroff.

Se observa sin embargo mayor eficacia en el indice de contaminacion ya que resulto el 23.4 %
por el método Petroff y 6.6 %por el método de precipitacion.

GRAFICO #1. COMPARACION DE LOS METODOS DE DECONTAMINACION SEGUN CATEGORIAS
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Del total de muestras positivas que fueron 28, 16 fueron descontaminadas por el método de
precipitacion lenta del Valdivia y 12 utilizando el de Petroff.
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Hernan C y cols. sefala en su trabajo: ... "de acuerdo con las instalaciones y recursos de los
laboratorios de las instituciones de salud de nuestro pais, y con las experiencias de otros
investigadores, y las nuestras, el método de Petroff modificado ofrece gran seguridad al
operador, es de bajo costo y logra excelentes resultados en los aislamientos finales™....... No
obstante el método de precipitacion lenta del Valdivia ofrece un buen rendimiento en la
recuperacion micobacteriana.

Chatterjee y cols demostré en su estudio la eficacia de BLM (bilayered médium) sobre LJM
(Lowestein Jensen medium) y KLM (Kirchner’s liquid medium) como la tasa de aislamiento y
cultivo de M. tuberculosis fue claramente mejor en la BLM. Aunque la descontaminacién con
la ayuda de TSPB (tri-sodium phosphate and benzalkonium) resulté ser la mejor de todas los
metodos de descontaminacion utilizados con la mayor recuperacion de las bacterias, los
resultados revelé que NANC + NaOH puede ser considerada como una igualmente eficiente
procedimiento de descontaminacién.®

Por lo tanto, una adecuada y eficaz descontaminacion es de suma importancia para obtener un
exitoso resultado diagnodstico, el cual conlleva a mejorar la calidad de vida de los pacientes
infectados, en nuestro caso muchos de ellos padeciendo por la confeccion TB/VIH/sida.
Podemos decir que nuestro estudio demostré que la confirmacién del diagnéstico por cultivo
en las muestras se comportd de forma similar utilizando ambos métodos de decontaminacion,
Y que los resultados obtenidos con el método de precipitacion lenta avalan esta técnica para
ser utilizada en los laboratorios de menos recursos de la red. Por lo tanto, un método de
decontaminacion adecuada y eficaz es de suma importancia en el ahorro de tiempo y la vida de

los pacientes con tuberculosis.
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