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9. DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO DE LAS INFECCIONES POR MICOBACTERIAS

1999

1.- INTRODUCCION

Las enfermedades ocasionadas por micobacterias
constituyen sin duda un capitulo importante de la
patologia infecciosa humana encuadrando
enfermedades tan antiguas como la tuberculosis y
la lepra y otras como las micobacteriosis.

La lepra, con un millébn de casos estimados en el
mundo, para la que no existen ni métodos de
cultivo ni vacunas adecuadas.

La tuberculosis con 8 millones de casos en el
mundo, largos periodos de tratamiento que
ocasionan abandonos y resistencia a las drogas.
La coinfeccion tuberculosis y SIDA puede
aparecer en el 30-50% de casos de SIDA.
Igualmente, las micobacteriosis ocasionadas por
micobacterias  diferentes al  Mycobacterium
tuberculosis y Mycobacterium leprae aumentan su
incidencia debido a la inmunodepresion y de
manera especial con el SIDA en cuyos enfermos
Mycobacterium avium intracellulare se ha
convertido en paises como USA en un patégeno
oportunista frecuente y de dificil tratamiento.

En la actualidad, el retraso diagnodstico vy
terapéutico y el no cumplimiento correcto de los
tratamientos ha complicado el panorama de estas
enfermedades, con la aparicicion de cepas con
resistencia multiple a farmacos.

Por todo ello pensamos que hoy la Microbiologia
Clinica de las micobacterias es fundamental para
el diagnostico precoz y para el control de la
curacion de estas enfermedades.

El objetivo de estas recomendaciones no es hacer
un exhaustiva exposicion o revisidon de técnicas
diagnésticas, que puedan encontrarse en
manuales o articulos de la bibliografia existente,
sino que ha sido el poner de manifiesto, a la luz de
los conocimientos actuales y de la experiencia
propia de los autores, los aspectos mas
importantes a tener en cuenta por clinicos y
microbidlos para poder realizar un diagnostico de
las enfermedades por micobacterias, lo mas
rapida y eficazmente posible.

2.- MICOBACTERIAS DE INTERES CLINICO

El género Mycobacterium incluye mas de 100
especies que pueden clasificarse en seis grupos
desde el punto de vista bacteriolégico, pero con
fines didacticos se dividen en tres apartados:
Complejo tuberculosis. Incluye las especies M.
tuberculosis, Mycobacterium bovis (incluida la
cepa BCG) y Mycobacterium  africanum,
productoras todas ellas de tuberculosis. Se incluye
también Mycobacterium microti, productor de
tuberculosis en rata.

Complejo lepra. En el que se incluyen las
especies M. leprae, productor de la lepra humana,
y Mycobacterium lepraemurium, que produce lepra
en roedores.

Otras Micobacterias. Micobacterias no
comprendidas en los dos grupos anteriores. Sélo
algunas de ellas suelen ser patdgenas, otras
pueden ser patégenas oportunistas y finalmente
otras suelen ser saprofitas. Producen las
denominadas micobacteriosis.

3.- CARACTERISTICAS GENERALES DEL
GENERO MYCOBACTERIUM. M.
TUBERCULOSIS

Si bien las micobacterias en general pueden variar
mucho en su morfologia, desde formas cocoides
pequefias a largos filamentos, M. tuberculosis
suele tener una morfologia caracteristica, bacilo
delgado de forma recta o ligeramente curvada en
frotis tefiidos, y su tamafio suele ser de 1-4 micras
de largo por 0,3-0,5 micras de ancho.
Ocasionalmente, forma ramificaciones verdaderas
gue se observan en cultivos enriquecidos y en
frotis de ganglios linfaticos caseosos.

Son bacilos acido-alcohol resistentes por lo que la
tincion de ZiehlNeelsen es (til para la coloracion
de estos microorganismos obtenidos de muestras
clinicas o de cultivo. Con esta tincién, los bacilos
aparecen de color rojo brillante sobre un fondo
azul. Los bacilos tuberculosos son dificiles de tefiir
con la tincibon de Gram, y se observan como
bacilos gram positivos con tincién irregular.

Son bacilos no formadores de esporas, sin
flagelos ni capsula. La estructura celular de M.
tuberculosis consta de un gruesa pared, separada
de la membrana celular por el espacio
periplasmico, con cuatro capas. La mas interna es
el glicopéptido o peptidoglicano con moléculas de
N-acetilglucosamina y acido-N-glucoliimuramico
(en lugar del habitual N-acetilmuramico) con cortas
cadenas de alanina, a diferencia de M. leprae que
posee glicina. Esta capa es el esqueleto de la
bacteria que le da forma y rigidez. Externamente,
hay otras 3 capas compuestas una por polimeros
de arabinosa y galactosa, otra formada por acidos
micélicos (que son &cidos grasos derivados, de
gran importancia taxonémica en micobacterias y
otros generos relacionados como Nocardia) y otra
superficial formada por lipidos como los
sulfolipidos, el cord factor, llamado asi por su
aparente asociacion con la forma acordonada con
gue se agrupan las micobacterias virulentas, y los
micosidos que son al igual que el anterior
glicolipidos. No difiere del resto de las bacterias en
cuanto al citoplasma y el ADN nuclear. Las



micobacterias son aerobios estrictos y no crecen
en ausencia de oxigeno.
La mayoria de la micobacterias, y entre ellas M.
tuberculosis, se desarrollan de forma adecuada en
medios simples que contienen una fuente de
carbono, una de nitrégeno e iones de metales
esenciales entre ellos hierro y magnesio. Para el
aislamiento primario de muestras clinicas, se
requiere un medio mas complejo que contenga
una base de patata-huevo o una base de agar-
suero. Los bacilos tuberculosos tienen un
crecimiento muy lento incluso en condiciones
optimas y requiere de 10 a 20 dias de incubacion
a 37°C. Aunque la proliferacion puede tener lugar
a un pH que oscila entre 6 a 7.6, el pH 6ptimo de
crecimiento es de 7.
El tiempo de duplicacion de M. tubercusosis en
condiciones Optimas de cultivo es de 15 a 18
horas, tardando varias semanas (1 a 3) en
aparecer colonias visibles en medios de cultivo.
Las micobacterias son muy resistentes a la
desecacion. ElI medio ambiente en el que se
encuentran constituye un factor muy importante
para su viabilidad. Por ejemplo, cuando se
exponen a la luz solar directa, los bacilos
tuberculosos de los cultivos son destruidos en 2
horas, pero si estos estan presentes en el esputo,
pueden permanecer viables durante periodos mas
largos.
Las micobacterias son mas resistentes a la
desinfeccion con productos quimicos que otros
microorganismos no formadores de esporas,
probablemente como consecuencia de su
contenido en lipidos. Son sensibles al calor
himedo y destruidas por las temperaturas de
pasteurizacion.
Las mutaciones de M. tuberculosis se producen
con muy baja frecuencia en comparacién con otras
bacterias, y son la base de la resistencia a los
farmacos.
Se han podido aislar numerosos fagos con
actividad sobre muchas especies de micobacterias
incluido M. tuberculsis
Se estan intentando purificar antigenos con el fin
de obtener una prueba serolégica util para el
diagnéstico clinico de la tuberculosis, lepra y las
micobacteriosis humanas.
Los principales antigenos de las micobacterias
pueden dividirse en dos grandes grupos:

* los solubles o citoplasmaticos.

» los insolubles ligados a la pared celular.
a) En relacién a la naturaleza de los antigenos

solubles, se sabe que hay:

b) De naturaleza polisacarida, comunes a todas
las micobacterias y constituidos  por
arabinomananos, arabinogalactanos,
glucanos.

c) Proteinas, algunas estan bastante estudiadas.
Entre ellas la denominada tuberculina vieja

(OT) o el Derivado Proteico Purificado (PPD).
También el antigeno 5 o el de 65 Kda.

d) Lipidica, los mondsidos de fosfatidil inositol
(PIM) constituyen una familia de lipidos
polares que se encuentran presentes en la
membrana plasmatica de las micobacterias.
Entre ellos podemos citar los glicolipidos
fendlicos, bastante especificos para M. leprae
(PGL-1), para M. kansaii (PGL-kl) y para M.
tuberculosis (PGL-Thl).

e) El denominado antigeno 60 (Ag 60) es un
complejo proteico-lipopolisacarido procedente
del citoplasma y de la membrana celular de M.
bovis BCG y es comun a M. tuberculosis. M.
bovis y otras micobacterias.

Estudiando los antigenos en doble difusiéon en gel
se han establecido 4 grandes grupos con mayor o
menor especificidad:

e Grupo |: compuesto de antigenos comunes
compartidos por todas las micobacterias e incluso
algin otro género bacteriano como Nocardia y
Corynebacterium.

e Grupo II: serian antigenos propios de las
micobacterias de crecimiento lento.
e Grupo |l lo formarian antigenos de

micobacterias de crecimiento rapido y nocardias.

e Grupo IV: constituido por antigenos propios de
cada especie.

Los antigenos insolubles ligados a la pared se han
usado con fines taxonomicos  mediante
aglutinacion por especies no rugosas como M.
avium, estableciéndose serotipos, pero no son
utles en M. tuberculosis por  producir
autoaglutinacion.

M. LEPRAE

M. leprae se presenta como un bacilo
habitualmente recto o ligeramente incurvado, con
extremos redondeados con un tamafio de 1-8
micras de longitud por 0,3 0,5 micras de anchura.
Se agrupan dentro de células, denominandose a
estas formaciones "globis". Es no esporulado,
inmovil y no capsulado.

Aunque es grampositivo es dificil, al igual que M.
buerculosis, ponerlo de manifiesto por este
método. Cuando se tifile con método de Ziehl-
Neelsen, se visualiza como un bacilo rojo sobre
fondo azul, &cido-alcohol-resistente, pudiéndolo
hacer de forma uniforme o presentar granulos con
mayor tamafio que el diametro promedio de la
célula. Los bacilos que toman la coloracién acido-
alcohol-resistente de manera uniforme son células
viables y sanas mientras que es probable que los
gue presentan granulaciones en rosario no sean
viables. La acido-alcohol-resistencia de M. leprae
puede ser eliminada por medio de la extraccion
prelimiar con piridina, una propiedad Uutil para



diferenciar a este microorganismo de la mayor
parte de las otras micobacterias.

Puede emplearse también para visualizarlo la
fluorescencia con auramina o naranja de acridina.
Sin embargo a diferencia de otras micobacterias
no se colorea en negro Sudan lll y posee actividad
fenolasica M. leprae presenta una triple cubierta
rica en polisacaridos externos y en peptidoglicano
basal que forma la pared que rodea al citoplasma.
Peptidoglicano arabinogalactanos y micolatos
contribuyen significativamente a la integridad
estructural de la pared. En cambio otros,
glicolipidos, glicopeptidolipidos y trehalosa que
contienen lipooligosacéaridos se han encontrado
gue son componentes activos de las
micobacterias.

La mas notable de las moléculas de glicolipidos
asociados a la pared celular de M. leprae es el
glicolipido fendlico | (PGL-I), con un trisacarido
especial que ha demostrado ser especie
especifico e inmunogénico durante la infeccién de
M. leprae. La presencia de glicina en vez de
alanina en la pared le dota de fragilidad y
crecimiento aberrante. El citoplasma posee una
estructura central con acidos nucleicos vy
ribosomas.

M. leprae se desarrolla lentamente y tiene un
tiempo de generacién de 1 dia. Se comporta como
un parasito intracelular obligado. Hasta el presente
no se ha conseguido su cultivo en medios de
laboratorios.

M. leprae posee varios antigenos de superficie y
citoplasmaticos, algunos de los cuales son
comunes a otras micobacterias y nocardias.
Ciertos polisacéaridos estimulan titulos elevados de
anticuerpos que presentan reacciones cruzadas

con antigenos de otras micobacterias. Las
proteinas desencadenan una reaccion de
sensibilidad tardia que se manifiesta por la
cutireaccion de Fernandez a las 48 horas similar a
la reaccién de la tuberculina.

OTRAS MICOBACTERIAS

Todas las micobacterias no comprendidas dentro
del "complejo tuberculosis" (M. tuberculosis, M.
bovis, M. africanum y M. microti) ni del complejo
M. leprae han recibido a través de los tiempos muy
diferentes nombres en un intento de agruparlas a
todas. Hoy deben de individualizarse vy
denominarse cada una segun su nombre binomial
aceptado cientificamente. A la visiébn microscopica
en una baciloscopia pueden parecer idénticas al
ya citado Mycobacterium  tuberculosis y
confundirse con él, pero si se estudian desde el
punto de vista bacteriolégico de manera mas
detallada, muestran una serie de diferencias que
hacen que actualmente se hayan descrito unas
cien especies diferentes a M. tuberculosis, de las
gue se aceptan internacionalmente mas de 50.
Estas se clasifican en seis grupos desde el punto
de vista bacterioldgico, basados en su velocidad
de crecimiento (r4pido o lento, segun sea inferior o
superior a una semana en medio soélido) y
produccion de pigmento en presencia o ausencia
de Iluz (fotocromdégeno o escotocromégeno)
(Tablal). Algunas de estas micobacterias se han
descrito como patégenas, otras pueden ser
patdgenas oportunistas y finalmente otras que,
aunque pueden encontrarse en productos
patoldgicos humanos, hasta el momento presente
suelen ser saprofitas.



TABLA 1.- CLASIFICACION DE LAS MICOBACTERIAS

Grupos de crecimiento Crupo | Grupo Il Grupo Ill No
lento Fotocromdégenas Escotocromoégenas cromogenas
M. Kansaii a)Pigmento rosa-rojo: M. avium
M. asiaticum M. lactis M. intracellulare
M. intermedium b) Plg_m.ento amarillo- ;. gastri
naranja:
M. gordonae M. terrae
M. scrofulaceum M. triviale
M. flavescens M. nonchromogenicum
M. szulgai M. malmoense
¢) Pigmento irregular M. haemophilum
M. xenopi M. shimoidei
M. simiae M. celatum
M. ulcerans M. interjectum
M. branderi
M. genavense
Grupos de crecimiento Grupo IV Grupo V Grupo VI No
rapido Fotocromoégenas Escotocromogenas cromégenas
M. marinum a)Pigmento rosa-rojo: M. fallax
M. engbaecki M. fortultum
b)PIgrtﬂ?ﬂtO amarillo- M. chelonae
naranja:
M. acapulcense M. abscessus
M. aurum M. agri
M. duvalii M. chitae
M. gadium M. moriokaiense
M. neoaurum M. confluentis
M. gilvum M. mucogenicum
M. obuense
M. rhodesiae
M. aichiense
M. chubuense
M. tokaiense
¢) Pigmento irregular
M. phlei
M. vaccae
M. thermoresistibile
M. parafortuitum
M. diernhoferi
M. smegmatis
M. austroafricanum

No se incluyen en esta clasificacion especies que no suelen aislarse de productos patolégicos humanos,
sino ambientales como: M. alvei, M. brumae, M. chlorophenolicum, M. farcinogenes, M. hiberniaie, M.
holderi, M. komosense, M. lepraemurium, M. madagascariense, M. mageritense, M. microti, M. porcium, M.
poriferae, M. pulveris, M. senegalense, M. sphagni.

MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO LENTO
Mycobacterium avium-Mycobacterium
intracellulare

Existe una considerable superposicion entre las
propiedades de los dos patégenos no
fotocromogenos principales. M. avium y M.
intracellulare, lo que dificulta mucho la

determinacion de la especie de las cepas. Dado
que la diferenciacion entre las dos especies es
dificil, se emplea el término complejo M. avium-M.
intracellulare (MAC) para referirse a estas
micobacterias, M. avium esta constituido por tres
serotipos diferentes por aglutinacion, mientras M.
intracellulare contiene unos 25 serotipos.



Actualmente, con sondas de ADN se intenta su
diferenciacion.

En las muestras clinicas, los microorganismos son
pleomorficos, pero en los medios de cultivo
habitualmente se presentan como bacilos cortos
con granulos acido-alcohol resistentes bipolares.
Casi todas las cepas de M. avium virulentas,
crecen mejor a 44°C que a 37°C, en tanto que la
mayor parte de las cepas de M. intracellulare
prefieren la temperatura inferior. Sin embargo, por
subcultivos repetidos en el laboratorio, las
variantes virulentas de las cepas aviarias se
pueden adaptar a un buen desarrollo a 37°C y
entonces son indistinguibles de las cepas
avirulentas de M. intracellulare por las pruebas
habituales. Las colonias de los aislamientos
primarios son predominantemente delgadas,
trasllcidas v lisas, pero con frecuencia se
producen unas pocas colonias rugosas. En los
subcultivos, las colonias se vuelven méas opacas y
con forma de clpula. Junto con este tipo de
variaciones en las colonias se presentan cambios
en la virulencia y en otras propiedades. Con
anterioridad a 1982 y al comienzo de la era del
SIDA el compromiso extrapulmonar era raro. En la
actualidad la infeccion por M. avium M.
intracellulare se reconoce como a una de las
complicaciones del SIDA.

Mycobacterium Kansaii

Los bacilos de M. Kansaii habitualmente son méas
largos y mas anchos que los de M. tuberculosis y
con la coloracién para acido-alcohol resistencia,
de manera caracteristica se tifien de forma
desigual para dar un aspecto en bandas o en
rosario. Lo habitual es que los microorganismos se
dispongan en cordones curvos.

M. Kansaii es fotocromogeno. Las colonias, que
son visibles después de 1 a 2 semanas de
incubacion en la oscuridad, en medios de glicerol-
huevo, en general son lisas de y de color marfil. Si
se desarrollan en la luz son de color amarillo
limon.

Mycobacterium malmoense y Mycobacterium
haemophilum.

Son especies no fotocromégenas con propiedades
bioquimicas similares a M. avium, M. malmoense
parece inducir un serotipo aglutinante diferente y
se asocia con enfermedad pulmonar. M.
haemophilum es la Gnica micobacteria de
crecimiento lento, incapaz de multiplicarse en
ausencia de hemina. También requiere una
temperatura de 30 a 32°C y no crece a 37°C. Es
probable que este microorganismo en ocasiones
no sea aislado de muestras clinicas debido a que
no se emplean los medios y las condiciones de
cultivo adecuadas.

Mycobacterium scrofulaceum

M. scrofulaceum es un microorganismo mas largo,
MAas grueso y con una disposicién en rosario mas
grosera que M. tuberculosis. En medios liquidos,
los microorganismos se distribuyen al azar y no
presentan evidencias de formacion de cordones.
M. scrofulaceum es escotocromogeno, y produce
colonias compactas en forma de clpula, las cuales
son amarillas a anaranjadas cuando se proliferan
en la oscuridad pero desarrollan una pigmentacion
anaranjada rojiza con una exposicion continua a la
luz.

Mycobacterium simiae

M. simiae se aisl6 por primera vez en 1965 a partir
de monos enfermos. Desde entonces este
microorganismo ha sido encontrado en asociacion
con enfermedad humana. También se lo ha
aislado del medio ambiente de suministros de
agua.

El microorganismo es fotocromégeno y produce
colonias pequefias disgonicas, que al comienzo
presentan un color ante pero que gradualmente se
vuelven amarillas por exposicién a la luz. Su
propiedad mas caracteristica es la produccion de
niacina, un rasgo que no se observa en las otras
micobacterias atipicas. M. simiae es muy
resistente a los farmacos antituberculosos.

Mycobacterium szulgai

M. szulgai se parece a M. scrofulaceum y al no
patégeno M. gordonae, pero se diferencia de ellos
tanto bioquimica como serolégicamente.

El microorganismo debe ser diferenciado de M.
gordonae, un escotocromdgeno de crecimiento
lento que se aisla con frecuencia del esputo de
pacientes que no presentan infecciones
micobacterianas.

Se comporta como escotocromdgeno cuando se
incuba a 37°C y fotocromdgeno si es incubado a
27°C.

Mycobacterium ulcerans

M. ulcerans produce una enfermedad cutanea
destructiva principalmente tropical, sobre todo en
ciertas areas de Africa, Nueva Guinea, América
del Sur y Norte de Australia, aunque también se
han descrito de modo esporéadico en otros lugares.
Si no se trata en una etapa temprana, provoca
ulceras cronicas con centros necroéticos.

En los cultivos, los bacilos miden 0,5 micras de
ancho y 1,5 a 3u de largo, pero en cortes
histolégicos habitualmente son mas grandes y con
aspecto en rosario. La temperatura optima para el
desarrollo es de 30 a 33°C y no proliferan a 25°C
ni a 37°C. Su multiplicacion es muy lenta, y se
requieren de 6 a 12 semanas para el aislamiento
primario. En el medio de Lowenstein-Jensen, se
desarrollan colonias rugosas y cupuladas de color
amarillo limoén.



Mycobacterium xenopi

Aunque el primer aislamiento ser realizé en un
animal de sangre fria, el sapo Xenopus laevis, este
microorganismo crece mal a 37°C, y prefiere
temperaturas de 42-45°C. Para el aislamiento
primario, se necesitan de 3 a 4 semanas 0 mas.
Las colonias caracteristicas son muy pequefias y
granulares y cuando se las observa con el
microscopio presentan una red periférica de hifas.
En la incubacién prolongada, se desarrolla de
forma gradual una pigmentacion amarilla. En las
tinciones, los bacilos son mas largos y delgados
gue lo habitual y con frecuencia se disponen
formas arqueadas tipicas en nidos de pajaros. M.
xenopi ha sido aislado del agua, tanto de agua
corriente fria como caliente.

MICOBACTERIAS DE CRECIMIENTO RAPIDO
Mycobacterium marinum

M. marinum es una especie fotocromdgena
implicada en una enfermedad cutanea
granulomatosa conocida habitualmente como
"granuloma de las piscinas". M. marinum crece
con rapidez a 30-32°C en cualquiera de los medios
gue a menudo se emplean para micobacterias
pero no lo hace si se le incuba a 37°C. En el medio
de Lowentein-Jensen las colonias son
blancogrisaceas con estrias de color amarillo
palido pero expuestas a la luz temperatura
ambiente, desarrolla una intensa pigmentacion
amarillo-anaranjada.

Las lesiones se presentan en el sitio de
abrasiones menores, en especial en los codos y
en las rodillas. La infecciéon habitualmente
comienza 2 a 3 semanas después de la exposicion
como una pequefia papula, que poco a poco
aumenta de tamafio, se ulcera y segrega pus que
contiene microorganismos acido-alcohol
resistentes.

Se encuentra presente en el agua dulce y salada y
en los peces de estas aguas.

Mycobacterium fortuitum y Mycobacterium
chelonae

En la actualidad, M. fortuitum y M. chelonae son
especies bien definidas, pero debido a que
comparten una serie de caracteristicas similares y
a que con frecuencia se las encuentra en los
mismos tipos de infeccidn, antes han recibido el
nombre de complejo M. fortuitum-M. chelonae. Los
microorganismos de este grupo son pleomorficos y
presentan diferentes grados de acido-alcohol
resistencia. En pus se observan formas largas y
filamentosas. Las colonias que se desarrollan
después de 72 horas de incubacion a 37°C en el
medio 7H 10 son no pigmentadas y habitualmente
grandes y rugosas, pero en algunos medios
también se desarrollan colonias céreas y lisas.
Algunas cepas de M. fortuitum pueden tener
aspecto similar y ser identificadas de forma

incorrecta como M. tuberculosis si los cultivos no
son inspeccionados durante las 3 a 4 semanas
siguientes a la incubacién.

Una manifestacion clinica frecuente es un absceso
gue se presenta en el sitio del traumatismo, en
general en el sitio de la inyeccion de productos
supuestamente estériles. Con menor frecuencia se
trata de Ulceras corneanas posteriores a algun tipo
de lesion penetrante e infeccién pulmonar. La
infeccion pulmonar por M. fortuitum no se puede
diferenciar radiologicamente de la tubercusis.

4.- CUADROS CLINICOS.

Las micobacterias incluyen microorganismos que
en relacion con el hombre se comportan como
patégenos obligados (es el caso del complejo M.
tuberculosis y M. leprae), patdgenos oportunistas y
saprofitos. Muchas de ellas pueden aislarse de
muestras ambientales, como la tierra o el agua.
Aunque los cuadros clinicos en los que pueden
verse implicadaslas micobacterias son muy
variados, deben conocerse cuéles son aquéllos
gue con mayor frecuencia producen cada una de
las especies.

Mycobacterium tuberculosis complex

La tuberculosis constituye una de las
enfermedades infecciosas de mayor prevalencia y
es la primera causa de muerte por enfermedad
prevenible a nivel mundial. Asi hoy, la tuberculosis
supone un importante problema de salud publica
con una incidencia que se ha elevado en muchos
paises en los ultimos afios. La epidemia de la
infeccion por el virus de la inmunodeficiencia
humana, el aumento de la indigencia en los
grandes centros urbanos y la inmigracion de
habitantes de areas geogréficas con alta
prevalencia de tuberculosis se han sefialado como
causas mas importantes que han contribuido a
revertir la curva decreciente de nuevos casos de
tuberculosis que se venia observando en los
paises occidentales.

El riesgo de padecer tuberculosis es variable,
dependiendo de la presencia de determinados
factores de riesgo. La adquisicion de la infeccion
tiene lugar por via aérea, con un riesgo que es
similar para todos los sujetos, variando
exclusivamente con la capacidad infectiva de la
persona enferma y la proximidad del contacto.
Tras la infeccién primaria, la progresion a
enfermedad si que es variable de unas personas a
otras. En los nifios menores de 5 afios y en
personas inmunodeprimidas (por efecto del VIH o
por otra causa) existe un riesgo elevado de una
rapida progresion (en semanas o meses) a
enfermedad activa, con frecuencia diseminada. En
los adultos, no inmunodeprimidos, existe mayor
posibilidad de que la infeccién entre en un estado
de latencia, con riesgo de reactivacion en los afios



siguientes. Glogalmente, aproximadamente un
10% de las personas infectadas desarrollaran
tuberculosis activa a lo largo de su vida, con el
mayor riesgo en los dos afios siguientes a la
infeccion. Entre los factores que aumentan de
modo significativo el riesgo de desarrollar
tuberculosis a partir de una infeccién latente se
incluyen la infeccién por el VIH, la
inmunodepresion de cualquier origen,
gastrectomia, malnutricién o la insuficiencia renal
cronica. Las personas con infeccion latente
pueden ser identificadas mediante la prueba de la
tuberculina (PPD), que permite identificar a las
personas infectadas que se pueden beneficiar de
recibir quimioprofilaxis para evitar el desarrollo de
la enfermedad.

La localizacion mas frecuente de tuberculosis en el
adulto inmunocompetente es la pulmonar.
Habitualmente, se presenta como una enfermedad
de curso subagudo caracterizada por fiebre de
bajo grado de predominio vespertino, tos
persistente, sudoracion nocturna, expectoracion vy,
mas raramente, hemoptisis. Radiolégicamente,
suele presentarse como un infiltrado en l6bulos
superiores , con frecuencia cavitado, y no siendo
raro el derrame pleural como Unica manifestacién
radioldgica. Ocasionalmente, en las personas
inmunocompetentes, la tuberculosis puede
presentarse con afectacién extrapulmonar o
diseminada. Estas son, sin embargo, las formas
clinicas mas frecuentes en las personas con SIDA
0 inumunocomprometidas por otras causas. Entre
los 6rganos que con mayor frecuencia se afectan
se incluyen los ganglios linfaticos, el higado, el
bazo, el rifion, el sistema nervioso central y el
pericardio. No es raro el aislamiento de M.
tubercusosis a partir de la sangre en personas
inmunocomprometidas.

Las otras especies del complejo M. tuberculosis,
gue producen enfermedad humana son M. bovis y
M. africanum. M. bovis produce fundamentalmente
enfermedad en los animales, aunque puede ser
adquirido por el hombre, constituyendo en la
mayoria de los casos una enfermedad profesional.
La enfermedad que produce en el hombre es
indistinguible de la que produce M. tuberculosis.
M. africanum causa tuberculosis humana en
paises del Africa tropical.

Mycobacterium avium complex.

Las especies del complejo M. avium (MAC son
microorganismos ubicuos, que pueden aislarse
con frecuencia de multiples fuentes ambientales.
Hasta la aparicion del SIDA, MAC habia sido
descrito como raro productor de enfermedad en el
humano. Se habia implicado como causa de
adenitis en nifios, en los que constituia la causa
mas frecuente en paises con baja prevalencia de
tuberculosis, y, sobre todo, como causa de
enfermedad pulmonar en personas como

afectacion cronica de las vias respiratorias o del
parénquima pulmonar. MAC se ha descrito
produciendo nddulos pulmonares solitarios,
sobreinfeccion de bronquiectasias, cuadros
diseminados en el pulmén, sobre todos en
inmunocomprometidos. Fuera de los cuadros
mencionados, MAC habia sido muy raramente
causante de cuadros de infecciéon diseminada.

En los pacientes con SIDA, la enfermedad
diseminada por MAC constituye una de las
complicaciones frecuentes en algunos paises
(Estados Unidos, Australia), sobre todo en
pacientes con enfermedad avanzada (menos de
50 linfocitos CD4/mm?). Se han registrado, sin
embargo, diferencias notables en su incidencia de
unos paises a otros, constituyendo una
complicacién relativamente rara en algunas areas.
Se ha especulado con que el padecimiento de
tuberculosis previa pudiera proteger, por
inmunidad cruzada, del desarrollo posterior de
enfermedad por MAC. La presentacion habitual es
de enfermedad diseminada con afectacion de
multiples 6rganos y aislamiento a partir de sangre,
y también de médula 0sea, higado y otros érganos
donde puede causar enfermedad focal.

Otras micobacterias

La mayoria de micobacterias diferentes a M.
tuberculosis y M. leprae se aislan a partir del agua
y del suelo, pero pueden también aislarse de otras
multiples fuentes, como el polvo de casa o incluso
instrumental o soluciones para uso médico o de
laboratorio. Ello explica que las micobacterias
pueden ser colonizadoras habituales de
superficies mucosas corporales o ser
contaminantes en el laboratorio y, por este motivo,
para evitar atribuir a una micobacteria la causa de
una enfermedad se han elaborado criterios
estrictos que la diferencien de la colonizacién o
contaminacion. Estos criterios deben ser mas
estrictamente aplicados en circunstancias en las
que la colonizacion/contaminacion es mas
probable, como en las enfermedades pulmonares
cronicas.

Estos criterios de patogenicidad que deben
tenerse en cuenta para aceptar el papel patbgeno
de una micobacteria son los que exponemos a
continuacion de una manera exhaustiva. Ello no
quiere decir que deban coexistir todos, sino que
segun se cumplan mas o menos algunos de ellos
tendremos menor o mayor certeza de que se trata
de una micobacteriosis.

1.- Evidencia de afeccion clinica que pueda
deberse a esa micobacteria.

2.- Ausencia de M. tuberculosis, M. africanum
y M. bovis en todas las muestras tomadas del
paciente para comprobar la etiologia del
proceso.



3.- Aislamiento repetido en el paciente en
varias muestras tomadas en distintos
momentos de la misma especie de
micobacteria.

4.- Aislamiento abundante de la micobacteria a
ser posible.

5.- Aislamiento, si es posible, del mismo tipo
de micobacteria hallado en la muestra (p. €j.,
esputo) de la zona de tejido del enfermo
afectado por el proceso en estudio mediante
exéresis quirdrgica, biopsia, etc. (p. €j.,
pulmon).

6.- Comprobacion, si es posible, de las
lesiones histopatolégicas especificas tipicas
de los érganos afectados.

7.- Reaccion inmunoldgica positiva en el
paciente a la "sensitina" especifica preparada
con dicha micobacteria, significativamente
mas intensa que la ocasionada en el enfermo
con la "tuberculina".

8.- Repercusién favorable en las
manifestaciones por la terapéutica instaurada
segun el antibiograma previamente realizado a
la micobacteria considerada responsable.

La tabla 2 incluye las micobacterias que con
mayor frecuencia se han comportado como
patdégenas en el hombre y las enfermedades en
las que se ha implicado. El resto de micobacterias
no se han asociado con enfermedad en el hombre
o se ha hecho sélo muy raramente.

Tabla 2. Especies de micobacterias que pueden producir enfermedades en el hombre.

Especie de Micobacteria

Rapidos crecedores
(M. fortuitum, M. chelonae, M.
abscessus)

Enfermedad mas frecuente

Enfermedad pulmonar, linfadenitis cervical en nifios, enfermedad
Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis Enfermedad
Enfermedad diseminada similar a MAC (SIDA)

Nodulos cutaneos, inf. diseminada (SIDA)

Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis.
Enfermedad diseminada (SIDA)

M. avium-intracellulare diseminada (SIDA)

M. celatum diseminada (SIDA)

M. genavense

M. haemophilum

M. kansaii

M. malmoense Enfermedad pulmonar crénica
M. marinum Infeccion cutanea

Infecciones de partes blandas, osteomielitis, enfermedad
diseminada, infeccion de herida quirdrgica

M. scrofulaceum Linfadenitis cervical en nifios
M. simiae Enfermedad pulmonar crénica
M. szulgai Enfermedad pulmonar similar a tuberculosis
Ulceras cutaneas (Ulcera de Buruli en Africa, Glcera de Baimsdale
M. ulcerans :
en Australia)
M. xenopi Enfermedad pulmonar crénica

5- OBTENCION Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS CLINICAS

Las normas generales de obtencion de muestras
para el diagnéstico microbiolégico deben ser
observadas igualmente para el estudio de las
micobacterias. Resaltamos aquellos puntos que
pueden ser mas especificos:

5.1.- OBTENCION DE MUESTRAS CLINICAS

5.1.1- ESPUTO Y OTRAS
RESPIRATORIAS

El enfermo ha de ser instruido sobre la forma mas
adecuada de recoger el esputo, informarle de la
importancia que tiene la muestra y que conozca la

MUESTRAS

diferencia entre esputo, saliva y secreciones
rinofaringeas.

- El paciente debe de realizar la recogida de
muestra en areas bien ventiladas y tomar todas las
precauciones posibles par proteger al personal
que le rodea del contagio.
- El esputo recogido por expectoracion debe
realizarse a primera hora de la mafiana, en
cantidad entre 5 a 10 ml. Pequefios volimenes,
especialmente, menos de 2ml, puede bajar la
probabilidad de deteccion de micobacterias.
- Los esputos obtenidos 1 6 2 después de la
broncofibroscopia son con frecuencia mas
productivos que los obtenidos antes de la misma.
- Los laboratorios deberian de ser informados del
tipo de esputo que se envia. Asi un esputo



inducido puede ser tomado por saliva debido a su
acuosidad.

- Los laboratorios deben de informar al médico
clinico sobre el volume y calidad de la muestra
enviada, lo cual es sumamente importante en
relacion con los resultados.
- Cuando la muestra enviada no parece un
verdadero esputo o el volumen es pequeiio, el
laboratorio debe requerir otra muestra que sea de
vias bajas.
- En aconsejable un estudio seriado de tres
muestras de dias consecutivos para obtener
mayor rentabilidad.
- Cuando el enfermo no expectora, la
broncofibroscopia es la técnica de eleccion, ya que
permite realizar boncoaspirados selectivos, lavado
broncoalveolar y biopsia de las lesiones
bronquiales, siendo su rentabilidad superior
normalmente a la del aspirado gastrico en ayunas.
Si bien en algunos casos se han comunicado
resultados del aspirado gastrico con buena
rentabilidad.

5.1.2.- JUGO GASTRICO

- Las muestras de jugo gastrico deben procesarse
antes de 4 horas después de su obtencion, si esto
no es posible debe neutralizarse con carbonato
sédico, ya que el &cido destruye a las
micobacterias.

5.1.3.- ORINAS

- Es la muestra habitual para llegar al diagnéstico
de tuberculosis renal. No es necesario nho
recomendable el sondaje, ni la orina obtenida
durante 24 horas. Para la obtencion de la muestra,
lo usual y mas adecuado es recoger la primera
orina de la mafana.

La eliminacion de BAAR por la orina es en general
discontinua por lo que se deben procesar tres
muestras en dias sucesivos.

5.1.4.- HECES

- Las muestras de heces normalmente, sélo son
Utiles en casos de SIDA para el diagnéstico de
presencia de M. avium, si bien de ellas pueden
aislarese otras micobacterias.

5.1.5.- LIQUIDOS ORGANICOS

En los liquidos organicos como LCR, L. pleural, L.
peritoneal o L. pericardiaco, es importante la
siembra de la mayor cantidad posible de muestra,
ya que en la mayoria de las ocasiones el nimero
de bacilos en las mismas es muy bajo.

5.1.6.- HEMOCULTIVOS

- El incremento de las infecciones diseminadas por
M. avium intracellulare u otras micobacterias de
reciente descripcion, y M. tuberculosis, en
pacientes con SIDA ha generado la introduccion
de nuevas técnicas para la deteccion de
micobacterias en sangre.

La lisis centrifugacion y el sistema radiométrico
BACTEC 460 son los mas usuales. También se
han comunicado buenos resultados con el sistema
ESP.

El envio de hemocultivo para el estudio de
micobacterias debe ser utilizado normalmente
para pacientes con SIDA que posean linfocitos
normalmente CD4 por debajo de 50 y fiebre de
origen desconocido.

5.1.7.- BIOPSIAS

- Siempre que se practique una biopsia de
cualquier 6rgano por sospecha de tuberculosis,
debera remitirse un fragmento al laboratorio de
Microbiologia y otro al de Anatomia Patoldgica. La
muestra destinada a estudios microbiologicos
debe enviarse sin fijar, con unas gotas de agua
destilada para evitar la desecacion.

5.1.8.- MUESTRAS DE TEJIDO Y OTRAS
VARIAS

Las muestras de tejido, que reciben un
procesamiento similar a los liquidos orgéanicos, no
siempre son rentables en el aislamiento de
micobacterias. Si bien a veces son la Unica
muestra que nos puede dar el diagnéstico.
CONSIDERACIONES A LA TOMA DE
MUESTRAS

- Las torundas son recomendadas para el
aislamiento de micobacterias, por la cantidad
limitada de muestra. Estas s6lo son aceptables
cuando no pueden tomarse de otra manera. Por
ello, el resultado negativo de estas muestras
enviadas en torundas no son fiables.

- La cantidad insuficiente de muestra podria
suponer un resultad de cultivo falso negativo.

- Es importante notificar al clinico lo antes posible
que la muestra es inadecuada y el porqué.
También debe explicarse qué muestras son las
aceptadas en esa situacion clinica.

- En el agua y otros fluidos, puede existir
micobacterias viables que forman parte de la flora
normal microbiota. Las contaminaciones por estas
micobacterias saprofitas pueden producir cultivos
ylo microscopias falsamente positivas.
Micobacterias saprofitas pueden aislarse también
de los lavados géstricos u otros origenes
humanos.

- Las muestras obtenidas inicialmente después de
la implantacion de una terapia antimicrobiana
puede producir resultados falsamente negativos.

5.2.- CONSERVACION Y TRANSPORTE DE
MUESTRAS

1.- El transporte répido de las muestras al
laboratorio es fundamental.

2.- La conservacién debera hacerse a 4°C siempre
gue sea posible.

3.- Algunas muestras como esputos, sangre o
heces pueden en caso necesario ser enviadas sin
refrigeracion. Los esputos consecutivos de tres
dias pueden por necesidades operativas
almacenarse en frigorifico a 4°C y llevarse al
laboratorio los tres juntos el Gltimo dia



6.- DIAGNOSTICO  DE
CLINICAS

MUESTRAS

6.1.- VISUALIZACION. MICROSCOPIA

El hallazgo de bacilos acido alcohol resistentes
(BAAR) en extensiones tefiidas y examinadas al
microscopio es la primera evidencia de la
presencia de micobacterias en una muestra
clinica. Es el procedimiento mas facil y rapido que
se puede efectuar y que aporta al clinico una
orientacion preliminar del diagnéstico.

La visualizacion de BAAR en esputo no es
afrmativa de M. tuberculosis porque otras
micobacterias pueden también causar enfermedad
pulmonar. Sin embargo, una baciloscopia positiva
en conjuncién con la clinica y hallazgos
radiolégicos puede utilizarse para un diagnostico
presuntivo de micobacteriosis.

Algunas micobacterias pueden aparecer como
Gram positivas en forma de bacilos difterimorfos
en la tincién de Gram. Algunos otros grupos de
microorganismos comparten la caracteristica de
acido alcohol resistencia parcial como especies de
Nocardia, Legionella, Rhodococcus, Tsukamurella
y algunos parasitos como Cryiptosporidium,
Isopora belli y Cyclospora. Estos microorganismos
con propiedad de &cido resistencia son
generalmente menos  estables que las
micobacterias y requieren de una decoloracién
mas ligera para ser positivos.

Las baciloscopias pueden preparse directamente
de la muestra clinica o después de que ésta haya
sido descontaminada y concentrada para la
realizacion del cultivo. Esto aumenta ligeramente
la sensibilidad de la técnica.

La técnica clasica de Ziehl-Neelsen o0 sus
variantes y la tinciéon con fluorocromos (auramina)
son igualmente eficaces y se basan en el mismo
principio. La mayor rapidez dde la fluorescencia es
la razon por lo que ésta justificada en aquellos
laboratorios que realizan mas de diez examenes
microscoépicos al dia.

Algunos laboratorios confirman la tincion positiva
de fluorescencia con el Ziehl-Neelsen. Alrededor
del 30% de la micobacterias de crecimiento rapido
pueden ser fluorescencia negativa y requieren de
la tincién de Ziehl-Neelsen para su deteccion. Ante
la sospecha de una infeccion conocida o en
potencia de enfermedad por micobacterias de
crecimiento rapido debe realizarse en esas
muestras directamente una tinciéon de Ziehl-
Neelsem.

En los casos en que la morfologia de los bacilos
encontrados por la técnica de fluorocromo es
cuestionable, la tincién debe ser repetida por el
metodo de Ziehl-Neelsen. Esta medida es
importante para disminuir la probabilidad de
resultados falsos positivos.

Todas las caracterisiticas morfoloégicas por
visualizacion pueden ser consideradas, pero no se

pueden establecer diferencias entre las distintas
especies con un alto grado de certeza hasta que
no sea probado mediante cultivo, e identificacion.

- La no observacion de BAAR en una muestra
clinica no descarta el diagnéstico de tuberculosis,
ya que es una técnica de sensibilidad limitada.

Se ha demostrado que son necesarios de 5.000 a
10.000 bacilos por ml de esputo para el
reconocimiento en la microscopio directa, en estos
casos el cultivo detecta de 10 a 100 colonias de
micobacterias viables.

Todas las muestras, deberian ser procesadas
rutinariamente para microscopia y cultivo.

La interpretacién de baciloscopia de heces, sangre
y médula ésea es problematica. Estas muestras
con frecuencia son dificiles de interpretar por la
gran cantidad de material celular presente.

- Los resultados del examen microscopico deben
expresarse en numero aproximado de bacilos
visualizados. Existen diversas formas de
expresarlos. La reduccion del numero de bacilos
emitidos por el enfermo orienta sobre la eficacia
del tratamiento siempre que se acompafie de una
mejoria de sus sintomas clinicos.

- La sensibilidad de la baciloscopia depende, en
gran parte, de una buena preparacién de la tincién
y de la lectura, se han documentado
sensibilidades desde un 20 a un 80%,
dependiendo de donde se haya hecho el estudio y
del tipo de muestras estudiadas.

- Los estudios muestran que el factor critico para
evaluar la validez de la tincion esta en funcion del
ndmero de colonias que crece en el cultivo.

- Existen una serie de puntos que hay que tener
en cuenta ante una baciloscopia.

Los falsos positivos en el laboratorio se pueden
provocar:

- Por contaminacién de la preparacion con
micobacterias sapréfitas como M. gordonae
presentes en el grifo o en el agua destilada
utilizada durante el procesamiento o manipulacion
de la tincion.

- Por contaminacion cruzada de una baciloscopia
positiva a negativa debido a la unién o proximidad
entre las preparaciones. El uso apropiado de
controles de baciloscopia en cada tanda de
tinciones podria reducir considerablemente los
falsos positivos.

Cuando los pacientes baciliferos son tratados con
regimenes de primera eleccion suelen negativizar
sus esputos a partir de las 2-3 semanas de
tratamiento. No obstante, en algunos pacientes se
negativiza antes el cultivo que la baciloscopia, esto
es debido a que los bacilos que se siguen
eliminado estan lo suficientemente lesionados por
el tratamiento que nos capaces de desarrollarse
en los cultivos . Esto da lugar a lo que se llaman
"falsos positivos" con cultivo negativo o "bacilos
inviables". A pesar de la baciloscopia positiva



estos pacientes no suelen tener capacidad
contagiante.

Los falsos negativos suelen ser el resultado de
extensiones demasiado finas o rapidez en la
visualizacion.

Control de calidad

Las suspensiones utilizadas para el control de
calidad deben prepararse en aproximadamente 1
ml de suero salino o agua destilada con una
turbidez n° 1 de McFarland de Nocardia asteroides
(control negativo) y Mycobacterium tuberculosis,
H37Ra ATCC 25177 (control positivo). También
pueden  utilizarse como  controles  otros
microorganismos como E. coli o M. kansasii.

No deben utilizarse micobacterias de crecimiento
rapido, puesto que muestran una capacidad
inconstante para retener las tinciones &cido
alcohol resistentes.

6.2.- DIGESTION Y DESCONTAMINACION

Es necesario eliminar de las muestras los
microorganismos contaminantes que interfieren en
el desarrollo de las micobacterias. También es
importante conseguir la licuefaccion de los restos
organicos (tejidos, moco y otros materiales) que
rodean a los microorganismos, para que los
agentes descontaminantes puedan destruir las
bacterias no deseadas. Las micobacterias son
mas resistentes a los acidos y bases fuertes que
otros microorganismos, lo que permite utilizar con
éxito estas técnicas de digestion-
descontaminacion. Pero si éstas no se utilizan
adecuadamente pueden afectar, también Ila
viabilidad de las micobacterias presentes en la
muestra y dar lugar a falsos cultivos negativos (por
exceso de descontaminacion) o a un ndamero
elevado de contaminaciones (por defecto de
descontaminacion).

Para muestras de lugares estériles (LCR, L.
peritoneal, tejidos, etc.), puede no ser necesaria la
descontaminacion previa. Sin embargo estas
muestras deben ser concentradas para optimizar
el aislamiento del microorganismo.

Los métodos de digestiéon - descontaminacion mas
utilizados en la actualidad son los de Petroff.
Tacquet y Ticcson, Kubica modificado por
Krasnow y N-acetil-L cisteina-Hidréxido Sddico
(NALC-NaOH). La eleccidn de cualquiera de estos
métodos dependera del tipo de muestras que se
descontamine y, sobre todo, de la utilizacién de
determinados medios de cultivo liquidos vy
realizacion de técnicas moleculares a partir del
sedimento de las muestras descontaminadas, ya
que algunos reactivos utilizados en estos métodos
pueden retrasar el crecimiento de las
micobacterias o interferir en las reacciones de
amplificacion.

- La mayoria de los métodos de descontaminacion
requieren de una extrema atencion al tiempo
durante el cual la muestra esta expuesta a la

descontaminacidon para evitar la muerte de las
micobacterias.

- Usar siempre agua destilada estéril para todos
los pasos del proceso con el fin de evitar
contaminacién con micobacterias.

- Evitar un exceso de agitacién de la solucién de
NAOH-NALC, ya que la NALC es inestable en
presencia de oxigeno.

- Si existe una poblacion amplia de enfermos con
fibrosis quistica, debe considerarse el afiadir acido
oxalico en el tratamiento de descontaminacion
para eliminar P. aeruginosa que pueden resistir al
procesamiento de rutina.

- Un porcentaje de contaminacién aceptado, para
los medios sélidos esta establecido entre el 3% y
el 5%. Un indice de contaminacion
significativamente menor del 3% indica que la
descontaminacion es demasiado fuerte. Un rango
significativamente mayor del 5% sugiere un
proceso de descontaminacion demasiado suave o
de digestién incompleta .

En el indice de contaminacion en los medios
liquidos existe un margen variable de resultados
dependiendo del sistema utilizado y de los
autores.

6.3.- CULTIVOS

Todas las muestras clinicas sospechosas de
contener micobacterias se deben sembrar en
medios de cultivo adecuados por las siguientes
razones:

1.- Los cultivos son mucho més sensibles que
los examenes microscopicos, pudiendo
detectar una cantidad tan pequefia como 10
bacterias por ml. de muestra clinica digerida y
concentrada.

2.- Los aislamientos en cultivo puro son
necesarios normalmente para poder identificar
las especies de las cepas aisladas.

3.- Si la baciloscopia es un indice de la
eficacia del tratamiento, el cultivo permite
asegurar la negativizacion y curacion del
paciente.

6.3.1.- MEDIOS SOLIDOS

El método tradicional de cultivo para micobacterias
incluye la inoculaciéon de varios medios sélidos o
liquidos con y sin antibiéticos. Un medio con base
de huevo como el LowensteinJensen es el més
conocido. También los medios sin base de huevo
como el Middlebrook 7HIO y 7HII.

6.3.2.- MEDIOS LIQUIDOS

Los medios liquidos suponen un mejor crecimiento
de las micobacterias , y en la actualidad se
recomienda el cultivo primario de todas las
muestras en medios liquidos.



6.3.2.1.- METODOS LIQUIDOS DE LECTURA
MANUAL

El sistema Septi-Chek MB (Becton Dickinson)
consiste en un medio bifasico de 20 ml. de caldo
Middlebrook  7H9, enriquecido con CO,,
suplementando con factores de crecimiento y
antibioticos, al que se le acopla en el parte
superior después de la inoculacién de la muestra
un dispositivo. Este dispositivo tiene tres medios
de cultivo, por un lado un agar Middlebrock 7H11
no selectivo, que permite el crecimiento de la
mayoria de las micobacterias y, por otro lado, dos
secciones, una con un medio modificado de
Lowenstein-Jensen, y otra con agar chocolate
para detectar contaminaciones. El medio liquido
es invertido sobre la fase sélida inicialmente y a
intervalos durante la incubacién. El sistema se
revisa visualmente. El crecimiento se detecta tanto
en el medio liquido como en la fase sdélida.

Ofrece la posibilidad de disponer un crecimiento
sobre la fase soélida que puede utilizarse para
practicar pruebas de identificacion sin necesidad
de realizar resiembras adicionales, y ademas
facilita la deteccion de cultivos mixtos.

Los principales inconvenientes del MBSepti-Check
son la lentitud en la deteccion del crecimiento con
respecto al sistema BACTEC 460 TB, no permite
realizar estudios de sensibildad in vitro y falla con
frecuencia el sistema de identificacion presuntiva
de tuberculosis que lleva incorporado en su fase
sélida.

El medio de cultivo Mycobacterial Growth
Indicador Tube (MGIT) (Becton Dickinson), utiliza
también un caldo de Middlebrook 7H9 al que se
incorpora un sensor fluorescente sensible al O,
formado por un compuesto de rutenio
pentahidratado sobre una base de silicona. A
medida que se produce crecimiento bacteriano se
consume O, y esto permite observar fluorescencia
en el tubo mediante el uso de un transiluminador
de luz ultravioleta de 362 nm. Este medio en la
actualidad esta automatizado.

Este medio MGIT, presenta falsos positivos. Tubos
en los cuales existe fluorescencia pero en los que
la baciloscopia y el cultivo son negativos para
Mycobacterium sp. El ndmero de estos falsos
positivos podria disminuir con la experiencia.
Actualmente, existen limitaciones en la realizacion
directa de sondas de identificacion vy
antibiogramas, que, en un futuro, podrian
solucionarse.

6.3.2.2.- MEDIOS LIQUIDOS DE LECTURA
SEMIAUTOMATICA

El sistema BACTEC 460TB, es el mas
ampliamente evaluado, utiliza el medio de cultivo
liquido Middlebrook 7H12 y como sustrato acido
palmitico marcado con Cy4. Durante el crecimiento
bacteriano se produce 14CO,, que es detectado
por el sistema y lo traduce en indice de
crecimiento. Este sistema utiliza reactivos
radiactivos, es semiautomatizado y requiere de
una amplia manipulacién de los viales a lo largo de
todo el periodo de incubacion.

En la actualidad, se estdn evaluando varios
métodos automatizados para el cultivo de
Mycobacterium sp. en medio liquido, todos ellos
adaptados de los sistemas automaticos de
hemocultivos, utilizando medios de cultivos
apropiados y sistemas capaces de detectar
micobacterias de muestras clinicas.

6.3.2.3.- MEDIOS LIQUIDOS DE LECTURA
AUTOMATICA

Sistema ESP, utiliza un vial conteniendo el medio
liqguido 7H9 modificado suplementado con OADC
para el enriguecimiento. Cada vial lleva
incorporado una esponja de celulosa que permite
una mayor area de superficie para el crecimiento
de la micobacteria. El sistema puede detectar
micobacterias de esputos, sangre, heces, jugo
gastrico... etc, basandose en una medida
monométrica de consumo de  oxigeno.

El sistema MB/Bact, utiliza el medio liquido
Middlebrook 7H9 modificado. Cada botella lleva
incorporada en la base un sensor colorimétrico
gue detecta la presencia de C0, como indicador de
crecimiento bacteriano. El cambio de color de
verde a amarillo es monitorizado continuamente
por un reflectémetro que se halla en la unidad de
deteccion. Estos valores medidos cada 10 minutos
son transmitidos a un ordenador, que basandose
en un sofisticado algoritmo, indica que en el medio
existe crecimiento bacteriano.

En estos sistemas se realiza la incubacién y la
lectura automaticamente. El sistema lo detecta
como positivo o lo descarta como negativo, sin
gue se produzca ninguna manipulacién desde que
la botella es introducida en el sistema.

También se encuentra actualmente en desarrollo
otro sistema MGIT 960, que automatiza el antiguo
sistema manual.



6.3.2.4.- AISLAMIENTO DE ESPECIES CON
CARACTERISTICAS ESPECIALES

El aislamiento de M. haemophilum de pacientes
necesita medios que contengan hemina. Cuando
exista sospecha estas muestras pueden ser
inoculadas en medios con un 1% de citrato férico
amonico Mycobacterium haemophilum crece
mejor a 30 32°C.

Se recomienda que los cultivos de sangre para
micobacterias sean inoculados en BACTEC 1.3A e
incubados al menos durante 8 semanas, para el
aislamiento de M. genavense en pacientes con
SIDA.

Hay que tener en cuenta las especies que
necesitan temperaturas de crecimiento inferiores o
superiores a 37° como M. marinum y M.
thermorresistibile.

CONTROL DE CALIDAD

El control de calidad para los medios de cultivo es
necesario para distinguir entre la contaminacion
del medio o de sus ingredientes y el
correspondiente a la muestra de enfermo.

Los microorganismos utilizados para el control de
calidad de los medios de cultivo son M.
tuberculosis H37Ra, M. kansaii ATCC 12478, M.
scrofulaceum ATCC 19981, M. intracelulare ATCC
13950 y M. fortiutum ATCC 6841. Todas estas
cepas deben crecer en los medios para
micobacterias, debiendo ser la incubacion la
misma que para las muestras de los pacientes,
durante mas de 21 dias a 35-37° C, en una
atmosfera de CO, de 5 al0%. La cepa control E.
coli ATCC 25922 debe mostrar inhibiccién total o
parcial en los medios selectivos de micobacterias.

6.4. TECNICAS GENETICAS

Técnicas de deteccion e identificacién. En los
tltimos afios se han desarrollado técnicas
basadas en la amplificacion de acidos nucléicos
con las que se intenta conseguir la deteccién a la
vez que la identificacion de M. tuberculosis
directamente de muestras clinicas. Algunas se
encuentran ya comercializadas, siendo las mas
utilizadas TB Amplicor-Amplicor Mycobacterium
tuberculosis PCR test (Roche), M. Mycobecterium
tuberculosis Direct test (MTDT) (GenProbe) y LCX
Mycobacterium tuberculosis assay (Abbot).

7. PROCESOS DE IDENTIFICACION.

Actualmente se recomienda que todos los
aislamientos de micobacterias sean identificados a
nivel de especie, debido a la posibilidad de que
multiples especies de  micobacterias no
tuberculosas se comporten como patégenos para
el hombre.

Durante muchos afios la identificacion de las
micobacterias se ha llevado a cabo en base a las
caracteristicas fenotipicas (velocidad de
crecimiento, morfologia de las colonias, etc) y a
pruebas bioquimicas. En la actualidad, Ila
necesidad de identificar cada vez mayor namero
de aislados diferentes a M. tuberculosis y la
importancia de un diagnostico precoz han
motivado el desarrollo de nuevas técnicas en la
identificacion de las micobacterias. En la
actualidad, las técnicas disponibles para la
identificacion de micobacterias pueden resumirse
en bacteriolégicas (caracteristicas fenotipicas),
bioquimicas, técnicas genéticas o de microbiologia
molecular y otras, que incluyen la cromatografia de
lipidos.

7.1.- METODOS BACTERIOLOGICOS

Se trata de métodos que permiten la mayoria de
las veces asignar las micobacterias a un
subgrupo. Esto permite seleccionar las pruebas
bioquimicas u otros métodos para su ulterior
identificacion a nivel de especies.

7.1.1.- TINCION DE ACIDO-ALCOHOL
RESISTENCIA

El primer paso en la identificacibn de una
micobacteria es confirmar que el aislado pertenece
al género Mycobacterium.

7.1.2.- VELOCIDAD DE CRECIMIENTO

Se refiere al nimero de dias necesarios para la
presencia de colonias visibles en subcultivo. En
funcién de la velocidad de crecimiento se dividen a
las micobacterias en dos grandes grupos:

- Micobacterias de crecimiento rapido: las
colonias aparecen en menos de 7 dias en
medio solido.

- Micobacterias de crecimiento lento: las
colonias tardan mas de 7 dias en aparecer, en
medio solido.

El nimero de dias en los que han aparecido las
colonias del cultivo primario es sélo orientativo.

En aquellos casos en los que existan dudas
acerca de si un aislado es rapido o lento crecedor,
se pueden realizar varias diluciones seriadas de la
cepa aislada (la velocidad de crecimiento puede
estar influida por el efecto indculo) y subcultivarlas
a distintas temperaturas (la velocidad de
crecimiento puede estar también influida por la
temperatura de incubacion).

7.1.3.- TEMPERATURA DE CRECIMIENTO.

La mayoria de las micobacterias crecen bien a
37°C. Sin embargo, hay micobacterias que
requieren temperaturas inferiores de crecimiento,
(M. marinum, M. ulcerans y M. haemophilum
crecen a 30°C) y otras que pueden crecer a
distintas temperaturas lo cual orienta en su
identificacion (M. thermoresistibile es capaz de
crecer a 52°C y M. xenopi a 42°C).



7.1.4.- MORFOLOGIA DE LAS COLONIAS.

La morfologia de las colonias puede ser también
bastante orientativa. Puede observarse la
morfologia de las colonias crecidas directamente
en Lowestein-Jensen y distinguirse si son colonias
lisas, rugosas o0 mucosas. Pueden también
observarse morfolégicamente las microcolonias,
segin el método de Runyon (observacion
microscopia de las colonias a los 15 dias del
subcultivo en un medio transparente, Middiebrook
7H10).

7.1.5.- PIGMENTACION Y FOTOREACTIVIDAD.
La pigmentacién que presentan las colonias de
algunas especies de micobacterias, se debe a la
produccion de pigementos carotenos. Atendiendo
a la pigmentaciéon de micobacterias se dividen en
tres grandes grupos:

- Fotocromégenas.- Producen colonias no
pigmentadas cuando crecen en la oscuridad y
dichas colonias se pigmentacion con la luz. La
forma de inducir esta propiedad se llama
fotoinduccion y se consigue exponiendo las
colonias a la luz de una lampara de 40W durante
60 minutos, tras lo cual se vuelve a incubar
normalmente. Si las colonias se pigmentan, la
cepa presenta fotoinduccion y es fotocromdégena.

- Escotocromoégenas: Producen colonias
pigmentadas cuando crecen, tanto expuestas a la
luz como en la oscuridad. Para comprobar que la
cepa es realmente escotocromdgena es necesario
hacer un subcultivo cubriendo el tubo con papel
negro. La pigmentacion puede ser de tres tipos y
permite distinguir las especies: pigmento rosa o
rojo (M. lactis), pigmento amarillo-naranja (M.
gordonae) y pigmento irregular M. xenopi)

- No cromogenas: las colonias no se pigmentan en
la oscuridad ni en la luz.

Los patrones de pigmentacion deben evaluarse
muy cuidadosamente, teniendo en cuenta que
pueden presentarse variaciones dentro de las
especies (algunas cepas de M. avium,
generalmente no cromogeno, con el tiempo
pueden dar pigmentacion irregular) y en funcion de
la temperatura de incubacién (M. szulgai es
fotocromogeno a 25°C y no cromogeno a 35°C).
Por este motivo, todas las micobacterias
escomégenas y no escotocromdgenas deben
someterse siempre a la prueba de la fotoiriduccion
y hacerlo a distintas temperaturas.

Con estos métodos bacteriolégicos simples
pueden clasificarse las micobacterias mas

frecuentemente aisladas en las muestras clinicas
en subgrupos, a los que luego podran aplicarse
otros métodos para su definitiva identificacién a
nivel de especies. Las tablas 3 y 4 agrupan las
especies en funcion de las caracteristicas
mencionadas anteriormente.

En el grupo de micobacterias de crecimiento lento
no cromogenas se han incluido recientemente dos
nuevas especies como causantes de infecciones
diseminadas en pacientes con depresion de la
inmunidad celular M. celatum y M. conspicuum, M.
celatum tiene las mismas caracteristicas
morfolégicas que M. avium complex, con el que
puede confundirse. Otra especie de micobacteria
descrita en los dltimos afios causante de infeccion
diseminada esM. genavense, que no suele crecer
en los medios soélidos habituales por lo que se
desconoce sus caracteristicas fenotipicas.

7.2.- METODOS BIOQUIMICOS

Estos métodos son los que tradicionalmente se
han venido usando para identificar a las
micobacterias. La descripcion detallada de cada
una de las pruebas, materiales y reactivos
necesarios para su realizacion pueden
encontrarse en distintos manuales.

Dentro de las pruebas bioquimicas las mas
usuales son:

7.2.1.- PRUEBA DE LA NIACINA.

Pone de manifiesto la capacidad para producir
acido nicotinico. Es una prueba fundamental en la
identificacibn de M. tuberculosis, aunque la
identificacion no debe basarse nunca
exclusivamente en esta prueba, ya que hay cepas
de M. simiae y M. bovis BCG que también pueden
ser niacina positivo. La prueba de la niacina debe
acompafarse siempre de la reduccion de los
nitratos y la actividad catalasa a 68°C.

Es muy importante en la realizacion de la prueba
qgue el cultivo sea abundante y puro. Existen tiras
de papel comercializadas que facilitan la
realizacion de la técnica.

7.2.2.- PRUEBA DE LA REDUCCION DE LOS
NITRATOS.

Al igual que la prueba de la niacina, es una prueba
bésica.

7.2.3.- PRUEBA DE LA HIDROLISIS DEL TWEEN
80.

Pone de manifiesto la capacidad de las
micobacterias para liberar acido oleico contenido
en el Tween 80.



Tabla 3. Identificacién de micobacterias de crecimiento rapido

Pigmentacian

Figmentado Mo Pigmentado
l . . i
Escotocromdgeno Fotocromagena W fortui
M. neogureum M. marinum - Toruitum
M. smegrmatis M. smegmatis M. chelonae
M. thermoresistible
Prueba M. fortuitum M. chelonae M. smegmatis M. neoaureum M. marinum M. thermoresistible
Arilsulfatasa (3dlas) + + - +/- -
Crecimiento en MCK + + - - -
Catalasa>45 mm + + + +/- +
Citrato Férrico amoniacal + -
Tabla 4. Identificacién de lentos crecedores fotocromégenos
Prueba M.kansasii M. marinum M.asiaticum
Crecimiento 28°C >7dias <7dias >7dias
Crecimiento 45°C - +

Reduccion Nitratos

7.2.4.- PRUEBA DE LA ARILSULFATASA.

Pone de manifiesto si la micobacteria posee esta
enzima. La prueba tiene dos variantes segin la
lectura se haga a los 3 dias (para rapidos
crecedores) o a las dos semanas (para lentos
crecedores).

7.2.5.- PRUEBA DE LA CATALASA.

Todas las micobacterias, excepto M. gastri,
algunas de M. tuberculosis y M. bovis resistentes a
la isoniacida y cepas de M. kansasii resistentes a
la isoniacida, poseen actividad catalasa. La prueba
tiene dos variantes:

- Catalasa semicuantitativa: se mide el tamafio de
la columna de burbujas.

-Estabilidad de la actividad catalasa a 68°C
algunas micobacterias pierden la actividad
catalasa tras el calentamiento a 68°C. En este

grupo se incluyen M. tuberculosis, M. bovis, M.
gastri y M. haemophilum.

7.2.6.- PRUEBA DE LA RESISTENCIA A LA TCH
(HIDRACIDA DEL ACIDO 2-
TIOFENOCARBOXILICO).

Consiste en observar crecimiento o inhibiciéon de
las micobacterias frente a este compuesto.
Permite diferenciar M. bovis, cuyo crecimiento se
inhibe, de M. tuberculosis, resistente a dicho
compuesto.

7.2.7.- CRECIMIENTO EN AGAR MACCONKEY
SIN CRISTAL VIOLETA.

Es una prueba util en la identificacion de rapidos
crecedores. Las especies patégenas, M. fotuitum y
M. chelonae, crecen en este medio, el resto de las
especies de rapidos crecedores no lo hacen
excepto algunas cepas de M. smegmatis que
pueden crecer.



Tabla 5. Identificacién de lentos crecedores escotocromoégenos

Prueba M M.

M. M. M M. M

scrofulaceum gordonae xenopi simiae ulcerans szulgai flavescens

Reduccién nitratos - - - -+ - + +
Tween 80 (5dlas) - + - - - - +
Tween 80 (10dlas) - + - - - + +
Arilsulfatasa (3dlas) - - +(42°C) - - - +/-
Crecimiento 30°C + + I+ + + + +
Crecimiento 45°C - - + - - - -
Catalasa>45mm + - + + +
El principal inconveniente de las pruebas
7.2.8.- PRUEBA DE LA REDUCCION DEL bioguimicas es que ademas de ser muy
TELURITO POTASICO. laboriosas, son muy lentas. A estos

Es util para la identificacién de las cepas del
complejo MAC.

Otras pruebas bioquimicas que pueden ayudar a
la identificacion de los aislados de micobacterias
son,.

citrato  férrico
fortuitum de M.

transformacion  del
diferencia M.

- La
amoniacal,
chelonae.

- Tolerancia al cloruro sédico solo M. triviale
crece en medios conteniendo 5% de NacCl.

- Ureasa: diferencia cepas pigmentadas de
MAC, ureasa negativa.

- NAP: compuesto que inhibe a las
micobacterias del complejo tuberculosis y que
se utiliza en el sistema BACTEC radiométrico
y en el Septi-chek.

inconvenientes se suma ademas la variabilidad
de las reacciones incluso entre cepas de una
misma especie. Las tablas 5 a 8 expresan la
identificacién bioquimica de los diferentes grupos
de micobacterias.

7.3 METODOS GENETICOS
MICROBIOLOGIA MOLECULAR.

La principal ventaja que aportan estos métodos
es la rapidez en la identificacién, ya que son
técnicas para las que no se requieren subcultivos
la mayoria de las veces pueden llevarse a cabo
directamente en el cultivo primario. Como ventaja
adicional, los métodos genéticos pueden
aplicarse también directamente a los cultivos en
medios liquidos (BACTEC radiométrico y nuevos
medios), lo que acelera aun mas los resultados.
Las técnicas disponibles mas usadas actualmente
son:;

DE



Tabla 6. Identificacién de no cromdgenos de crecimiento lento

Especie Niacina Redgccién Hidrolisis Catalasa THC Ureasa Crecimiento
de nitratos  Tween 80 68°C en PZA
M. tuberculosis + + +/- - + +/- -
M. bovis? - - - - - + +
M. bovis BCG? - + +/- - - + +
M. africanun - - - - v + i,
M.avium complex? - - - + + - ¥
M.malmoense - - + - + +/- +
M. gastri - - + - + v +
M.triviale! - + + + + +/- +
M. haemophilum3 - - - - nd - nd
M. xenopi - - - + + - +
M. shimoidei - - + + - +
M. celatum - - - + + . nd
M. conspicuum - - + >1lcm + - -

nd: no disponible

1. M. terrae y M.triviale pueden diferenciarse por la tolerancia a 5% de NaCl

2. M. bovis puede diferenciarse de M. bovis BCG por ser resistente a 30 pg de cicloserina
y M. bovis es sensible
3. M. haemophilum necesita hemina o citrato amonico férrico para su crecimiento.




7.3.1.- SONDAS DE ACIDOS NUCLEICOS.

Se basan en el uso de sondas de ADN marcadas
con ésteres de acridina (quimioluminiscencia) y
complementarias a fragmentos de TrARN
especificos de especie. Actualmente se
encuentran disponibles sondas comerciales
(AccuProbe) para la identificacion de las
siguientes especies M. tuberculosis complex: El
principal inconveniente es que no diferencia
entre las especies de este complejo. Se han
descrito casos de falsos positivos con M. terrae y
M. celatum.

- M. avium complex: Puede dar falsos negativos
con algunas cepas, que presumiblemente
pueden obviarse cuando se utilizan las sondas
especificas de M. avium

- M. intracellulare

- M. gordonae

- M. kansasii

Las sondas de acidos nucleicos son muy
sensibles cuando se utilizan a partir de cultivos
en medios sdlidos. En cultivos en BACTEC, los
mejores resultados en este caso se obtienen
cuando el indice de crecimiento es muy alto
(500-900), por lo que se recomienda su uso
cuando se comprueba que el indice ha
alcanzado valores altos que se estabilizan. En el
caso de los hemocultivos inoculados en el
sistema BACTEC radiométrico la presencia de
sangre en la muestra puede causar problemas
de falsos positivos. Pueden solucionarse
diluyendo la muestra con liquido del mismo vial y
tratarla con SDS o bien esperando al subcultivo
en medio solido.

No existen todavia demasiados datos acerca del
uso de las sondas con los medios liquidos
actuales no radiométricos para el cultivo de
micobacterias, aunque ya se han comunicado
algunos resultados validos.

7.3.2.- SECUENCIACION DE
NUCLEICOS.

Se basa en la amplificacion y posterior
secuenciacion de un fragmento del gen 16s
rARN, de secuencia conocida en las distintas
especies de micobacterias. Este gen esta
bastante conservado, pero tiene zonas variables
con secuencias de nuclebtidos que son
especificas de género y de especie y que son las
que se amplifican. Actualmente ésta es
considerada por muchos autores como la técnica
que permite la mejor identificacion de los
aislados de micobacterias. Sin embargo, no es
aplicable como rutina asistencial en los
laboratorios de microbiologia diagnéstica dada la
necesidad de una tecnologia no disponible en la
mayoria de ellos. Su uso se limita por el
momento a laboratorios con experiencia.

ACIDOS

7.3.3.- POLIMORFISMO DE FRAGMENTOS DE
RESTRICCION (PRA).

Consiste en la amplificacion de un framento del
gen que codifica la proteina 65K de las
micobacterias y en la posterior digestion del
fragmento por dos enzimas de restriccion, Haelll
y BstEIl. Los patrones de restriccion son
especificos en las distintas especies de
micobacterias. La tecnica tiene muchas ventajas:
necesidad de poco indculo, rapidez y capacidad
de identificar la mayoria de las especies
descritas. Entre los inconvenientes se encuentra
la necesidad de disponer de los materiales
necesarios para amplificacion y electroforesis de
geles de agarosa, asi como el adiestramiento de
geles de agarosa, asi como el adiestramiento en
la lectura e interpretacion de los patrones.

7.3.4.- TECNICAS DE DETECCION E
IDENTIFICACION.

Se han comentado en el apartado 6.4.

7.4.- OTROS METODOS.

7.4.1.- CROMATOGRAFIA

Se trata de técnicas con las que se estudian la
composicion de lipidos de la pared celular de las
micobacterias. Existen tres tipos de cromatofrafia
gue se han aplicado a la identificacion de las
micobacterias- la cromatografia de capa fina, la
cromatofrafia de gases y la cromatografia liquida
de alta resolucion (HPLC). De ellas, la
cromatografia de gases y la HPLC son las que
mejores resultados han dado. Se trata de
técnicas muy rapidas (aportan resultados en
menos de 2 horas) y que dan muy buenos
resultados en la identificacién. Tienen como
inconveniente que el equipo que requieren es
caro, por lo que actualmente estan siendo
utilizadas en laboratorios de Referencia.

En la cromatografia de gases, la identificacion se
basa en el perfii de &acidos grasos de las
micobacterias. Permite la identificacion de
practicamente  todas las  especies de
micobacterias descritas y se realiza en unas
pocas horas. Existe comercializado un sistema
gue incluye ademas del cromatégrafo, el equipo
informético ademas del cromatdgrafo, el equipo
informético necesario para la interpretacion de
los patrones.

Por su parte, la HPC se basa en el perfil de
acidos micélicos. Require muy poco inoculo y la
identificacion puede llevarse a cabo tan pronto
como las colonias son visibles.

Técnicamente es sencilla y répida. La
interpretacion de los patrones obtenidos se ha
faciltado por la existencia de programas
informéticos que permitan la comparacion de los
patrones de &cidos micolicos con los de una
coleccién de 45 especies de micobacterias que



comprenden las mas habituales en clinic
humana.

8.- ESTUDIOS DE SENSIBILIDAD A
ANTIMICROBIANOS

8.1.- DETECCION DE RESISTENCIAS DE M.
TUBERCULOSIS.

8.1.1.- INTRODUCCION

En el genoma de Mycobacterium tuberculosis se
producen mutaciones espontaneas, que dan
lugar a resistencias a los antibiéticos, este tipo
de resistencias suelen ser a un solo farmaco y su
frecuencia es baja. En la poblacién bacilar de un
enfermo tuberculoso, pueden existir bacilos con
este tipo de mutaciones junto a bacilos sensibles.
La quimioterapia elimina los bacilos sensibles y
permite el desarrollo de los bacilos resistentes,
por lo que el tratamiento de la tuberculosis se
basa en la asociacion de farmacos para evitar la
aparicibn de este tipo de resistencias. La
existencia de tuberculosis resistente y sobre todo
de tuberculosis multirresistente en un producto
de la actuacion humana. Las pruebas de
sensibildad en el laboratorio detectan, de forma
aislada para cada farmaco, el porcentaje elevado
de bacilos resistentes en la poblacién
tuberculosa del enfermo.

8.1.2.- FINALIDAD DE LA DETECCION DE
RESISTENCIA

La realizacién de pruebas de sensibilidad tiene
dos vertientes, un aspecto individualizado en un
paciente tuberculoso y un segundo aspecto
epidemiolégico para conocer el porcentaje de
cepas resistentes circulantes en una poblacion.
La implicaciones epidemioldgicas van desde el
tratamiento sistematico con 3 6 4 farmacos, al
conocimiento de grupos de riesgo por mal
cumplimiento del tratamiento o la evaluacién de
la eficacia de los programas contra la
tuberculosis.

8.1.2.1.-Criterios para realizar las pruebas de
sensibilidad en un paciente.

En la literatura existen diferentes indicaciones
gue son susceptibles de modificacion atendiendo
a circunstancias del mismo paciente o del area
geogréfica en que se trabaje, inicialmente el
antibiograma sistematico no estaria indicado y
debe realizarse basicamente en los siguientes
casos: 1l)sospecha de que se trata de un
paciente con resistencias, 2)persistencia de
baciloscopias positivas con posterioridad a los
dos meses de la primera muestra, 3) persistencia

de cultivo positivo a los seis meses del primer
cultivo. Estos criterios se han ampliado para : 4)
todos los pacientes con VIH en zonas donde la
incidencia de VIH es elevada, para realizar una
vigilancia activa sobre este grupo y 5) todos los
pacientes menores de 15 afios.

8.1.2.2.- Realizacion de pruebas de sensibilidad
con fines epidemioldgicos.

La vigilancia y control de cepas resistentes es un
proceso que requiere planificacion previa y la
colaboracién de clinicos, epidemiolégicos vy
microbiolégicos.

Los datos publicados sobre resistencias de M.
tuberculosis pueden no ser comparables porque
las definiciones de los tipos de resistencia, los
célculos de las mismas o las poblaciones
incluidas son distintas. Asimismo, la metodologia
utilizada para las pruebas de sensibilidad puede
ser también causa de diferencias.

8.1.3.- DEFINICION DE RESISTENCIAS

Resitencia primaria. Se define como resistencia
primaria (RP) la presencia de resitencia a uno o
mas farmacos antituberculosos en un nuevo
paciente tuberculoso. Incluye los pacientes que
nunca han recibido tratamiento y aquellos en los
que por diversos motivos se ignora si han
recibido tratamiento anterior. Esta definicion
incluye las resistencias adquiridas encubiertas
(iniciales).

Resistencia adquirida. Se define como
resistencia adquirida (RA) la resistencia a uno o
mas farmacos antituberculosos en pacientes que
han recibido tratamiento previo durante un mes o
mas.

La definicibn de resistencia mdltiple o
multerresistencia (MR) incluye las cepas con
resistencia al menos a isoniacida (H) vy
rifampicina ya sea inicial o adquirida.

Célculo de la resistencia inicial y adquirida.
La RP se calcula con un cociente en cuyo
numerador esta el nimero de pacientes con
resistencia que no han recibido tratamiento
anterior dividido por el nimero de pacientes que
inician tratamiento. La RA se calcula con el
ndmero de pacientes con resistencia y que han
realizado anteriormente tratamiento dividido por
los pacientes que inician tratamiento pero
refieren tratamientos previos.

8.1.4.- METODOS DE SENSIBILIDAD PARA M.
TUBERCULOSIS.

Los diversos métodos descritos para realizar
pruebas de sensibilidad de M. tuberculosis, se
pueden agrupar de la siguiente forma:



1.- Métodos de referencia (dependen de la
observacién de colonias crecidas).

2.- Métodos que detectan el crecimiento
bacteriano por sistemas automatizados o
semiautomatizados.

3.- Deteccion de alteracciones genémicas.

4.- Otros métodos en desarrollo.

8.1.4.1.- Métodos de referencia.

Como en cualquier otra técnica los resultados
deben ser reproducibles, comparables entre
laboratorios y correlacionar con la clinica. En
diversas reuniones de la OMS entre 1961 y 1969
se aceptaron tres métodos para realizar estudios
de sensibilidad de M. tuberculosis, que
actualmente siguen siendo los métodos de
referencia.

El primero descrito por Michison en 1953 se
conoce como método del cociente de
resistencias, compara la concentracion minima
inhibitorio de una cepa, con una cepa salvaje de
referencia. El segundo es el método de
concentraciones absolutas de Meisser descrito
en 1961, donde se compara el numero de
colonias que crecen en el medio con el farmaco
respecto al crecimiento obtenido en un medio sin
farmacos. El tercero fue elaborado por Canetti y
cols. en 1963 es el método de proporciones y
diluciones mdltiples que ha sido finalmente el
mas utilizado. La caracteristica comun a los tres
es que incorporan el farmaco en medio solido de
Léwenstein-Jensen y que para su lectura es
necesaria la visualizacién de colonias, por lo que
dado el metabolismo lento de M. tuberculosis los
resultados tardan de 21 a 28 dias.

El principal problema radica en la escasa
solubilidad del bacilo en medio acuoso, lo que
hace dificil obtener una suspensiéon homogénea
que permita un inoculo uniforme por esa razon,
para la lectura se establece siempre una
proporcién o relacion entre el crecimiento de la
cepa problema en medio de cultivo sin antibiotico
y el nimero de colonias obtenidas en el medio
de cultivo con el farmaco investigado.

Al método de proporciones se han realizado
varias modificaciones, como la utilizacion del
medio liofilizado de Middlebrook 7H10 segun el
sistema del CDC, la versién del disco y la
modificacion de Heiffets utilizando Middlebrook
7H11 para las cepas que no crecen bien en
Middlebrook 7H10. Estos métodos facilitan la
labor en el laboratorio y la lectura. Los resultados
pueden obtenerse en 15 a 21 dias.

La dificultad al describir un nuevo método o
sistema de antibiograma consiste en que deben
redefinirse todos los parametros del método,
como son: el inoculo de bacilos, la concetracién
final de farmaco en funciéon del medio que se
vaya a usar y el tiempo idoneo de lectura, para

gue los resultados puedan ser comparables a los
métodos de referencia clasicos.

8.1.4.2.- Sistemas semi o automatizados para
detectar el crecimiento bacteriano.

Sistemas radiométricos (BACTEC 460 TB) La
dependencia de esperar un crecimiento visible al
0jo humano, se superé con la incorporacion de
estos métodos en el aislamiento de
micobacterias, y su aplicacion a la deteccion de
resistencias. Este sistema detecta el crecimiento
bacteriano mediante la utilizacion de un isétopo
radiactivo incorporado a un medio liquido. En su
inicio, al comparar los resultados obtenidos con
las técnicas estandar se conseguia mayor
coincidencia en las cepas sensibles que en las
resistentes. Con posterioridad se fueron
ajustando las concentraciones de los farmacos
gue se debia incorporar al medio y actualmente
se considera que las pruebas de sensibilidad
para M. tuberculosis son reproducibles y sus
resultados coincidentes con las técnicas en
medios soélidos. El resultado puede darse entre
los 5 a 10 dias.

Sistemas no radiométricos. (ESP I, MB/Bact,
MGIT) Con el fin de evitar la utilizacion de
compuestos radiactivos se han desarrollado
otros sistemas que en algunos casos incorporan
la lectura automatizada. En el momento actual
estos métodos estdn en fase avanzada de
comprobacion respecto a métodos de referencia.
Los tiempos de lectura son similares al sistema
radiométrico.

8.1.4.3.- Deteccion de genes de resitencia.

Estas técnicas son independientes del
crecimiento bacteriano necesario en los métodos
anteriormente citados. La utilizacion de técnicas
de biologia molecular al estudio de resistencias
en micobacterias se iniciaron a principio de los
afios 90. La deleccion del gen kanG, que codifica
la catalasa y peroxidasa se asocia a resistencias
frente a isoniacida (H), al igual que el gen inhA
que interviene en la sintesis de acidos micélicos
y el gen aphC. Mutaciones en el gen rpoB que
codifica la subunidad beta de la ARN polimerasa,
confiere la resistencia a rifampicina. La
resistencia a estreptomicina se asocia a
mutaciones en los genes rpsL y rrs que codifican
la proteinas ribosdmicas 12S y 16S rRNA. Para
las resistencias a etambutol las alteraciones se
han encontrado en el gen embB vy el incremento
de resistencia a fluoquinolonas se ha



correlacionado con alteraciones en los genes
gyrAy gyrBde la ADN girasa. Las alteraciones en
determinados genes no se detectan en todas las
cepas consideradas como resistentes con los
métodos convencionales, por lo que es de
suponer que debe haber mutaciones no
conocidas en el genoma micobacteriano.

Para la detecciébn de estas resistencias
Telenti describié la técnica de PCR-single
strand conformation polymorphism analysis
(PCR-SSCP) y en su experiencia la
sensibilidad de este método es del 87% para
la resistencia a H y superior al 96% para la
resistencia a R.

Se ha comercializado un sistema para la
deteccibn de algunas mutaciones de
resistencia a R (InnoLipa) de facil realizacion
y buena sensibilidad y especificidad aunque
requiere la infraestructura béasica de un
laboratorio de biologia molecular. Las
alteraciones genéticas también pueden
detectarse por secuenciacibn o PCR
heteroduplex. Estas determinaciones son
laboriosas, deben ser realizadas en
laboratorios de referencia y principalmente
estan enfocadas a estudios epidemioldgicos.

8.1.4.4.- Otros métodos en desarrollo.

Con el fin de reducir el tiempo de deteccion
de las resistencias se han descrito otros
métodos que estan en fase de evaluacion y
por el momento no aplicables a la utilizacién
clinica: Estos métodos son:

Deteccién de adenosin-trifosfato (ATP)
producido por los bacilos crecidos en medio
liquido mediante bioluminiscencia.

Expresion de genes de luciferasa descrito
por Jacobs, se basa en la utilizaciéon de un
micobacteriofago portador de un gen de
luciferasa que se incluye en el genoma de M.
tuberculosis produciendo luz si hay un
metabolismo activo, el desarrollo de esta
técnica se basa en la mejora de vectores
transportadores de los genes y de las
proteinas productoras de luz.

Deteccién del ARN ribosémico
micobacteriano mediante la utilizaciéon de
sondas de hibridaccion de ADN marcado,
este método, iniciado por Kawa con ADN-
1125, se ha continuado por Miyamoto y
Martin Casabona utilizando DNA marcado

con compuestos guimioluminiscentes.
Citometria de flujo, basada en la hidrolisis
del diacetato de fluoresceina por el bacilo. Su
deteccion por este método permite
resultados a las 24 horas. En la actualidad
supone un elevado costo.

Cromatografia. La cromatofrafia en medio
liqguido (HPLC), utilizada para identificacion,
también ha sido aplicada para pruebas de
sensibilidad determinando las variaciones de
los picos de acidos micolicos producidos por
un cultivo de M. tuberculosis, y estudiados en
diferentes tiempos de incubacion.

CMI en microplaca. Esta técnica se ha
mejorado recientemente con la adicién de
determinados reactivos, indicadores de la
oxidoreducciéon, como el azul alamar, o
derivados del difeniltetrazolio.

8.2. DETECCION DE RESISTENCIAS DE
OTRAS MICOBACTERIAS.

8.2.1.- INTRODUCCION

M. tuberculosis es una especie de sensibilidad
constante, en la que las pruebas desensibilidad
han sido estandarizadas y correlacionadas con la
eficacia terapéutica. En el caso de otras
micobacterias las diferentes especies muestran
amplia variabilidad en su sensibilidad a los
antibioticos, ademés, no se ha conseguido la
estandararizacion de los métodos y los estudios
realizados no demuestran claramente una
correlacion clinica. En definitiva, no hay métodos
estandarizados para estudios de sensibilidades,
por lo que la Unica via posible es utilizar métodos
conocidos y establecidos en otros campos de la
microbiologia, como la concentracién minima
inhibitoria (CMI) y comparar los resultados con
las concentraciones alcanzables en sangre.
8.2.2.- METODOS UTILIZADOS

8.2.2.1.- Micobacterias de crecimiento
lento. Concentracion minima inhibitoria
(CMI).

Pueden realizarse en medio sélido o liquido,
Heiffets indica, entre otras las siguientes
ventajas del medio liquido:

a. los resultados se obtienen en una
semana en vez de las dos semanas que
necesita el medio solido:

b. la absorcion y degradacion de la droga
durante el tiempo de incubacién es
menor.

c. los resultados obtenidos en medio liquido
pueden ser comparados con parametros
farmacocinéticos.



Para realizar las MICs correctamente en
medio liquido, es necesario: estandarizar el
inoculo, el tiempo de lectura, la
concentracion de la droga en funcion del
medio utilizado y realizar

contajes de colonias para conocer las ufc/ml
en las diferentes concentraciones
antibiéticas. Toda esta metodologia es cara,
lenta, laboriosa y poco agil en la practica.

Sistemas simplificados para determinar la
CMI.

Sistema radiactivo. El método ha sido
utilizado frecuentemente en especies M.
avium complex o M. Kkansasii, pero
escasamente en otro tipo de micobacterias.

Microdilucién en placa. Es mas econémico
y de mas facil manipulacion.

Gradiente de antibiético en tira (Etest). Es
un sistema comercializado. Su principal
ventaja es su facil realizacion.

8.2.2.2.- Micobacterias de crecimiento
rapido.

M. fortuitum y M. chelonae son las especies
mas estudiadas, la informacion es escasa
para otras especies de crecimiento rapido. Al
igual que en las micobacterias de
crecimiento lento se utilizan tecnicas que
determines la CMI a los distintos antibiéticos,
la diferencia es que, en este caso, el medio
de cultivo puede ser Mueller-Hinton
suplementado.

Otros métodos: Dilucién en agar y difusion
disco con ambos métodos se ha obtenido
una buena correlaciéon con la CMI en el caso
de M. fortuitum, pero la correlacién es menor
para M. chelonae.

Algunas técnicas como bioluminiscencia y
citrometria de flujo y sus variantes, referidas
antes también han sido aplicadas al estudio
de la sensibilidad de estas micobacterias.

9.- MARCADORES EPIDEMIOLOGICOS

La identificacion de subgrupos de micobacterias
basados en la rapidez de crecimiento, morfologia
de la colonia, pigmentacion y diversas pruebas
bioquimicas permiten clasificarlas pero desde el
punto de vista epidemiolégico se han empleado
otros marcadores como el tipado de fagos, la
sensibilidad a los antimicrobianos y la genética
molecular.

9.1.- MARCADORES GENETICOS

La genética molecular es la herramienta actual
mas Util como marcador epidemiologico. La
identificacion de la secuencia repetitiva del DNA,
que esta presente en el genoma en nudmero
variables y localizacion, permite detectar
diferencias entre cepas al dar un patron
altamente polimérfico usando enzimas de
restriccion. La mayoria de las aplicaciones
epidemiolégicas del analisis con enzimas de
restriccion (RFLP analysis) han usado una
secuencia de insersion conocida como 1S6110.
En general, de 1 a 20 copias de la 1S6110 se
encuentran en el genoma de M. tuberculosis . La
validez y utilidad de los marcadores genéticos,
como el 1S16110, depende de la estabilidad del
patrén producido y de sus evolucion durante el
tiempo. La huella genética del DNA necesita, por
otro lado, para ser especifica se cepa
evolucionar con el tiempo. En caso contrario
todos los microorganismos tendrian el mismo
patron . El polimorfismo en la poblacién de cepas
de M. tuberculosis es esencial para que un
sistema de huella genética sea vdlido. La
clonalidad o identidad de cepa se demuestra de
forma méas convincente cuando hay una
considerable diversidad de patrones. Una
limitacion del estudio de la huella genética
(aparte del tiempo que consume y el coste) se da
cuando hay pocas copias de 1S6110. Esas
cepas deben ser tipadas usando otro sistema de
estudio como el spoligotyping (spacer
oligonueleotyde typing), este método detecta la
presencia o ausencia de secuencias de unién
variables dentro de la region DR (direct repeat
region) y permite detectar patrones de
hibridacién dependiendo de la cepa de un
amplificado in vitro del DNA. Sirve también para
diferenciar M. bobis de M. tuberculosis.

Algunas aplicaciones sobre las que se ha
aplicado la huella genética con 1S6110 han sido:
a) examen epidemiolégico de la tuberculosis
comunitaria, b) deteccién de la transmisién no
sospechada de M. tuberculosis, c) confirmacion
de la transmision sospechada
epidemiolégicamente, d) investigacién de la
transmision nosocomial, €) estudios sobre
patdgenesis de tuberculosis (diferenciacion entre
reinfeccién y reactivacion), f) identificacion de
contaminacioén cruzada en el laboratorio.

9.2.- OTROS MARCADORES

9.2..1.- MICOBACTERIOFAGOS

El tipado con fagos que se basa en la
sensibilidad de M. tuberculosis a diversos
bacteriofagos, se ha empleado durante afios



pero es muy laborioso y puede identificar sélo un
limitado numero de cepas.

9.2.2.- MYCOBACTERIOCINAS

Takeya y Tokiwa y de Shimamoto y Mizuguchi,
describieron sus caracteristicas y modo de
accion junto con su posible utilidad en taxomia.
Con estas micobacterocinas se han tipificado
epidemiolégicamente 11 grupos de M.
tuberculosis, y tambien se han utilizado para la
tipificacion de micobacterias de crecimiento
rapido.

9.2.3.- BIOVARIEDADES ENZIMATICAS DE
MICOBACTERIAS

En 1984 Casal y Linares detectan la diferente
actividad  enzimética, de  Mycobacterium
tuberculosis, proponiendo su utilidad, como
posible marcador epidemioldgico.

9.2.4.- PATRONES ANTIMICROBIANOS

El patréon antimicrobiano de resistencia se ha
usado para inferir la relacion de las cepas. Solo
cuando el patron es inusual puede inferirse la
relacion de los casos de una manera importante.

10.- CONTROLES MICROBIOLOGICOS
DEL TRATAMIENTO ANTIMICROBIANO.

La defervescencia del proceso, como un
marcador de la mejoria clinica, se detecta dentro
de las primeras 2 a 3 semanas. La mejoria
clinica y radiolégica debe de ocurrir dentro de los
3 meses del tratamiento. Si la fiebre continua
mas de tres semanas, acompafiada de deterioro
clinico o radiolégico, hay que contemplar el
diagnéstico de tuberculosis multirresistente.

Los pacientes con un microorganismo sensible
gue realizan un tratamiento correcto presentan
una rapida disminucién, respuesta
semilogaritmica, en el nimero de bacilos &cido
alcohol resistentes durante las primeras dos
semanas. Se produce una reduccién de hasta 2
logs por mililitro de esputo durante los dos
primeros dias de poliquimioterapia efectiva.

En los pacientes con un esputo positivo
preterapia, la repeticién de la muestra de esputo
se puede obtener dentro del primer mes de
tratamiento (a las 2-4 semanas) y mensualmente
hasta que dos exadmenes seguidos sean
negativos. El cultivo del esputo debe practicarse
hasta que se produzca la conversién negativa
bacterioldgica. Se recomienda la realizacion de
los controles bacteriolégicos mensuales hasta el
sexto mes 0 miestras el paciente tenga
expectoracion y después trimestralmente en las
pautas de 9y 12 meses.

Se transforma el cultivo en negativo en los que
reciben un mes de tratamiento con isoniacida y
rifampicina, en la mitad pacientes y al cabo de
los 3 meses, en el 90%. Los pacientes cuyos

esputos no se han negativizado después de 3
meses de tratamiento deben ser analizados para
excluir resistencia a farmacos o inadecuada
adhesion al tratamiento.

Los denominados ‘“escapes bacilares" o
deteccion esporadica de cultivos positivos
pueden tener su origen en el paciente o resultar
de una contaminacién de una muestra vecina en
el laboratorio. En ocasiones, se detectan
baciloscoplia positivas durante el final del
tratamiento sin que se logre el crecimiento de la
micobacteria; son los denominados bacilos
inviables.

11.- NIVELES DE LABORATORIOS DE
MICOBACTERIOLOGIA

Clasicamente, los laboratorios de micobacterias
han sido clasificados por la OMS, la PAO vy las
ATS en tres niveles que béasicamente son los
siguientes:

- Nivel periférico o nivel I. Realiza baciloscopias.
- Nivel intermedio o nivel Il. Realiza
baciloscopias, cultivo e identificacion de M.
tuberculosis.

- Nivel central o nivel Ill. Realiza baciloscopias,
cultivo identificacion de todas las especies,
antibiograma, supervision de otros laboratorios e
investigacion.

Esta clasificacion es una orientacion general
para paises que tienen un programa nacional de
lucha contra la tuberculosis.

En nuestro pais actualmente los laboratorios,
suelen corresponder a los cuatro tipos referidos a
continuacion:

1. No realizacion de ningln procedimiento
especifico (sélo recoleccion de muestras y
trasporte a otros laboratorios).
2. Realizacion de tincion para deteccién de
bacilos acido alcohol resistentes.
3. Aislamiento de cultivo con identificacion de M.
tuberculosis complex.
4. Identificacion definitva de todas las
micobacterias.

12. MEDIDAS DE SEGURIDAD DE LOS
LABORATORIOS DE
MICOBACTERIOLOGIA

Legislacién sobre proteccion frente a los
riesgos bioldgicos:

Directiva del Consejo:de 26 de noviembre de
1990 sobre la proteccion de los trabajadores
contra los riesgos relacionados con la exposicién
a agentes biologicos durante el trabajo
(90/679/CEE, DOCE L 374, de 1, 3-12). En la
mas reciente directiva 193/88/CEE y en su anexo
I, figuran la clasificacion grupal en la que cada



microorganismo queda incluido o Real decreto
espafiol 664/1997, de 12 de mayo sobre la
proteccion de los trabajadores contra los riesgos
relacionados con la exposicion a agentes
biologicos durante el trabajo.

Las medidas de seguridad incluiran la puesta en
practica de las recomendaciones de todo
laboratorio  microbiolégico como son las
siguientes:

12.1.- RECOMENDACIONES GENERALES
Educacién para realizar el trabajo seguro,
prohibicién de comer, beber, fumar y aplicarse
cosméticos o crema de manos, lavado de manos
al abandonar el laboratorio, uso de bata (o
pijama), dispositivo de proteccion facial ante el
riesgo de salpicaduras o formacion de aerosoles
y uso de guantes cuando se trabaje con
muestras clinicas o medios de cultivo con
crecimiento.

12.2.- MEDIDAS PARA
FORMACION DE ACROSOLES
Manejo adecuado de centrifugas (no frenar para
terminar antes, motores con tapa, no llenar en
exceso los tubos, preferencia de tubos con
rosca, no verter liquidos bruscamente,
precauciones al abrir las ampollas y agitar los
cultivos, uso de asas de plastico desechable o
incineradores de asas bioldgicas y trabajar en
cabinas bioldgicas de seguridad.

REDUCIR LA

12.3.- MEDIDAS PARA
EXPOSICIONES ACCIDENTALES
No pipetear con la boca, no encapuchar agujas,
protegerse heridas o erosiones o las medidas de
barrera ya comentadas.

EVITAR

12.4.- LIMPIEZA O ELIMINACION DE
RESIDUOS ADECUADAS

Limpieza de la superficie de trabajo al menos
una vez al dia y desinfeccibn si existe
salpicadura en la superficie. Esterilizacion o
desinfeccion antes de la eliminacion del material

potencialmente infeccioso.

Para los laboratorios o zonas de trabajo de
nivel 2 se requiere el denominado nivel 2 de
seguridad: llevar guantes para hacer las
extensiones, lavarse las manos, evitar la
generacion de aerosoles, prohibicion de
manipular fuera de las campanas de seguridad
muestras clinicas, manejo adecuado de agujas y
eliminacion en contenedores resistentes.

Para laboratorios de nivel 3 y 4 se precisaria
un nivel de seguridad 3: cabina con filtros
HEPA (high-efficiency particulate air) que si el

aire recircula dentro del laboratorio deben de
revisarse anualmente. Si se utilizan grandes
in6culos de micobacterias, como en los
laboratorios de nivel 4, se aconseja disponer de
una habitacion con presidn negativa. No estara
permitido manipular fuera de las campanas de
seguridad medios de cultivo con crecimiento de
microorganismos.

Seria aconsejable que el personal al ingreso (y
finalizar) en el area de micobacterias se haga un
estudio de infeccion tuberculoso (Prueba de
tuberculina en el caso de ser previamente
negativo, con o sin radiografia de toérax, y
valoracion clinico-terapéutica si es positiva).

13. CONTROLES DE CALIDAD

Los controles de la calidad del laboratorio deben
hacer referencia no solamente al resultado
obtenido y a testificar que un medio de cultivo o
sistema son adecuados al objetivo propuesto
sino también al tiempo requerido hasta que el
solicitante del estudio conoce el resultado.

Todos los medios, reactivos y colorantes deben
de estar etiquetadas con su nombre, fecha de
recepcion, calidad, apertura y uso.Todo el
equipamiento del laboratorio (incubadoras,
neveras, centrifugas, microscopios, contadoras,
neveras, centrifugas, microscopios,
congeladores, lamparas de fluorescencia vy
ultravioletas, filtros,...etc,) debe ser mantenido y
controlado exhaustivamente. Debe constar la
fecha de revision de la-campana y la fecha de la
proxima revision necesaria.

Se aconseja que exista un manual de
procemientos. Los cambios en el procedimiento
deben de ser aprobados por el responsable del
laboratorio.

El personal asignado al laboratorio debe ser
permanente y si la rotacion es necesaria debe
permanecer en el laboratorio al menos de 3 a 6
meses.

El laboratorio debe de participar en programas
de control de calidad al que se envien muestras
para que entren en la rutina habitual del
laboratorio. Cada laboratorio debe analizar sus
rutinas y resultados respecto a muestras y
métodos de transportes, procedimientos
microscoépicos, procedimiento de muestras y
cultivos y establecer sus criterios de evaluacion.
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