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PROCEDIMIENTOS DE CONTROL DE CALIDAD (Opcionales)

I. INTRODUCCION
El medio de Lowenstein-Jensen se utiliza para el aislamiento y cultivo de micobacterias. El medio
de agar profundo en tubo se utiliza para la prueba semicuantitativa de catalasa para facilitar la
clasificacion de micobacterias.

Il. REALIZACION DEL PROCEDIMIENTO DE ANALISIS
A. Procedimiento de preparacion de inéculos

1. Inocular medios inclinados de Lowenstein-Jensen con cultivos de referencia de las cepas
micobacterianas correspondientes mediante bastoncillos de inoculacién estériles.

2. Incubar los tubos con las tapas flojas en atmésfera aerobia suplementada con diéxido
de carbono a 35 + 2 °C hasta obtener crecimiento denso (por lo general, dentro de las
2 - 3 semanas).

3. Obtener el crecimiento con un aplicador afilado estéril, extrayendo las células de la
superficie del medio con cuidado de no incluir el medio de cultivo con la muestra de células.
a. Para Mycobacterium tuberculosis ATCC 25177:
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Transferir el crecimiento a 5,0 mL de caldo Middlebrook 7H9 con glicerol en un
tubo de vidrio estéril con tapa a rosca y microesferas de vidrio estériles.

Agitar bien en vértex (varios minutos) hasta que la suspensiéon no presente
grumos grandes.

Comparar esta suspension con el patron de nefelémetro N° 1 de McFarland. La
suspension debe ser mas turbia que el patréon.

Colocar el tubo en una gradilla durante 2 — 3 h a temperatura ambiente para
permitir la precipitacion de las particulas grandes al fondo.

Transferir el sobrenadante a un recipiente estéril.

Ajustar la turbidez de la suspensién al patron N° 1 de McFarland, afladiendo
lentamente caldo Middlebrook 7H9 con glicerol estéril. Agitar bien.

Diluir a una concentracién de 10° UFC/mL antes de su utilizacién. Mezclar bien y
extender el inéculo en el medio de prueba utilizando un asa calibrada de 0,01 mL.

b. Para todas las demas cepas micobacterianas:
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Transferir el crecimiento a un tubo centrifugo estéril de 50 mL con tapa roscada
con 8 — 12 microesferas de vidrio estériles (de 2 mm de didmetro) y 5 mL de
diluyente para Mycobacterium, preparado de la manera siguiente:

Mezclar los elementos siguientes en un frasco de 1 Ly ajustar el pH con hidréxido
sédico 1IN a 6,7 - 7,0.

AlbUmina bovina (sin 4Cido graso)........cccceeeeeereiceeeniee e 1,09
[0 110 g oF= o XK < 0 LN 0,1 mL
Yo [V I o 10 g} =T - TS 500 mL

Esterilizar mediante filtracion de membrana (filtro de 0,2 p)

Dosificar asépticamente en alicuotas de 5,5 mL en tubos estériles con tapas
roscadas.

Emulsionar el crecimiento micobacteriano en la pared lateral de un tubo
centrifugo con tapa roscada mediante un aplicador. Mezclar el crecimiento con el
diluyente.

Tapar el tubo y agitar en vértex aproximadamente 10 min hasta que se produzca
la suspension del crecimiento y se eliminen los grumos grandes.

Anadir 15 mL de diluyente para Mycobacterium estéril y mezclar bien.

Comparar esta suspension con el patron de nefelémetro N° 1 de McFarland. La
suspension debe ser mas turbia que el patron.

Colocar el tubo en una gradilla durante 2 — 3 h a temperatura ambiente para
permitir la precipitacion de las particulas grandes hasta el fondo.

Aspirar el sobrenadante y transferirlo a un recipiente estéril. La suspensiéon debe
estar mas turbia que el patrén N° 1 de McFarland y libre de particulas grandes.
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Si todavia se pueden observar particulas grandes, mezclar y dejar reposar
durante 1 h mas. Transferir el sobrenadante a un recipiente estéril.

(8) Ajustar la turbidez de la suspension a un patréon N° 1 de McFarland, afadiendo
lentamente diluyente micobacteriano estéril. Agitar bien.

(9) Dosificar alicuotas de la suspension en frascos para congelador, etiquetados con
la identificacion del organismo y la fecha de preparacién.

(10) Congelar las suspensiones colocando los frascos en un congelador de baja
temperatura a -60 °C. Los frascos pueden conservarse durante un maximo de
6 meses.

(11) Para su utilizacion, retirar el frasco congelado del congelador y descongelar
rapidamente el contenido colocando el tubo en bafo Maria de 30 - 35 °C. Diluir
a una concentracién de 10° UFC/mL antes de su utilizacion. Mezclar bien y
extender el inéculo en el medio de prueba utilizando un asa calibrada de 0,01 mL.

Procedimientos de analisis de los medios
Lowenstein-Jensen Medium Deeps

1.

2.

(S,

Con un asa de inoculacién de 0,01 mL estéril desechable, inocular cultivos preparados
segun descripcion anterior en la superficie de la base de los tubos.

Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmésfera aerobia suplementada
con diéxido de carbono.

. Después de 14 dias de incubacién, afadir a cada cultivo 1,0 mL de una mezcla de

polisorbato 80 y peréxido preparada de la siguiente manera:
a. 30% peroéxido de hidréogeno. Conservar en frigorifico.
b. 10% polisorbato 80 preparado de la siguiente manera:
(1) Mezclar 10 mL de polisorbato 80 con 90 mL de agua purificada.
(2) Esterilizar en autoclave a 121 °C durante 10 min.
(3) Conservar en frigorifico.
¢. Justo antes de realizar la prueba, mezclar cantidades iguales de las dos soluciones.

. Mantener los cultivos en posicion vertical durante 5 min a temperatura ambiente.
. Medir (mm) la altura de la columna de burbujas por encima de la superficie del medio.
. Resultados previstos

Columna de burbujas con altura superior a 45 mm.
*Mycobacterium kansasii, grupo |

ATCC 12478

Mycobacterium scrofulaceum, grupo Il

ATCC 19981

Mycobacterium fortuitum, grupo IV

ATCC 6841

Columna de burbujas con altura inferior a 45 mm.
*Mycobacterium tuberculosis

H37Ra ATCC 25177

Mycobacterium intracellulare, grupo Il

ATCC 13950

*Tincion de organismo recomendada para control de calidad del usuario.

Medios inclinados y frascos de medio de Lowenstein-Jensen

1.

Inocular muestras representativas con los cultivos enumerados a continuacion.

a. Con asas calibradas de 0,01 mL estériles desechables, inocular los medios inclinados o
frascos con cultivos micobacterianos preparados segun descripcion anterior.

b. Incubar los tubos con las tapas flojas a 35 + 2 °C en una atmdsfera aerobia
suplementada con diéxido de carbono.

. Examinar los tubos o frascos después de 7, 14 y 21 dias para determinar el crecimiento, la

selectividad y la pigmentacion.

. Resultados previstos

a. ParaLowenstein-Jensen Medium
Organismos de control de CLSI (cepas ATCC)

*Mycobacterium tuberculosis ....... Crecimiento
H37Ra (25177)
*Mycobacterium kansasii ............... Crecimiento

grupo | (12478)
*Mycobacterium scrofulaceum......Crecimiento
grupo 11 (19981)
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VIL.

*Mycobacterium intracellulare.......Crecimiento
grupo Il (13950)

*Mycobacterium fortuitum............ Crecimiento
grupo |V (6841)

b. Para Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

*Mycobacterium fortuitum............ Crecimiento
ATCC 6841

*Mycobacterium kanasii.................. Sin crecimiento
ATCC 12478

*Tincion de organismo recomendada para control de calidad del usuario.

CONTROL DE CALIDAD ADICIONAL

1. Examinar los tubos como se describe en la seccion “Deterioro del producto”.

2. Examinar a simple vista los tubos o frascos representativos para asegurarse de que los defectos
fisicos existentes no interfieran con el uso.

3. Determinar el pH potenciométricamente a temperatura ambiente para verificar el
cumplimiento de la especificacion de 7,0 = 0,2.

4. Incubar los tubos o frascos representativos inoculados a una temperatura de 20 a 25 °Cy de 30
a 35 °Cy examinar después de 7 dias de contaminacién microbiana.

INFORMACION DEL PRODUCTO

. USO PREVISTO

Lowenstein-Jensen Medium se utiliza para el cultivo de Mycobacterium tuberculosis y otras
especies micobacterianas.

RESUMEN Y EXPLICACION

Lowenstein formulé originalmente un medio para el cultivo de micobacterias en el que se
incorporaron rojo Congo y verde malaquita para obtener la inhibicién parcial de otras bacterias'™.
Estos colorantes fueron utilizados de manera similar por otros investigadores, en particular
Sonnenschein’ y Hohn®. En Estados Unidos, los medios con violeta de genciana de Corper’y
Petroff® eran de uso generalizado, junto con el medio de Petragnani, que contenia verde
malaquita. La presente formula desarrollada por Jensen’ tiene un contenido de citrato y fosfato
un poco diferente, no contiene rojo Congo y presenta una mayor concentracion de verde
malaquita.

Los productos con medio de Lowenstein-Jensen preparados por BBL incluyen agares inclinados en
tubo para uso general en el cultivo de la especie Mycobacterium, frascos para utilizar cuando se
desee cubrir una superficie mas extensa y agares profundos en tubo para realizar la prueba
semicuantitativa de catalasa. Este ultimo procedimiento fue desarrollado por Wayne® y es Gtil para
la clasificacion de micobacterias.

Ademas, el medio se encuentra disponible con adicién de cloruro sédico al 5%, dado que la
capacidad de tolerar cloruro sédico al 5% representa una caracteristica de determinadas cepas
de micobacterias (por ejemplo, M. fortuitum y M. chelonae subsp. abscessus)’. Los organismos
de crecimiento mas rapido, M. triviale de crecimiento lento y algunas cepas de M. flavescens
también crecen en medios con NaCl. La incapacidad de crecimiento de M. chelonae subsp.
chelonae favorece su diferenciaciéon de otros miembros del complejo M. fortuitum (por

ejemplo, M. chelonae subsp. abscessus)™".

PRINCIPIOS DEL PROCEDIMIENTO

El medio base de Lowenstein-Jensen es una férmula relativamente sencilla que requiere
enriquecimiento para facilitar el crecimiento de micobacterias. La mezcla de huevo y glicerol se
afade antes del proceso de espesamiento. Dichas sustancias proporcionan los acidos grasos y
proteinas necesarios para el metabolismo de las micobacterias. La coagulacion de la albumina de
huevo durante la esterilizacién proporciona un medio sélido para la inoculacién.

REACTIVOS

Lowenstein-Jensen Medium

Férmula aproximada* por 600 mL de agua purificada
Fosfato monopotasico .....ccceccevveecveececeeeeciee. 25 g
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Sulfato magnésico .. .
Citrato SOAICO .....uuvrriieeeeeeeeeeee e
L-aSparaging .....cccoecceeeeeieeeeeniiee e
Fécula de patata ...
Verde malaquita
GlCEION e

Huevo entero ... 1000,0 mL

*Ajustada y/o suplementada para satisfacer los criterios de rendimiento.

Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride contiene los elementos mencionados
anteriormente con 80 g de cloruro sédico por cada 600 mL.

Advertencias y precauciones
Para uso diagnéstico in vitro.

Los tubos y frascos con tapas ajustadas deben abrirse con cuidado para evitar lesiones por la
rotura del vidrio.

En las muestras clinicas puede haber microorganismos patégenos, como los virus de la hepatitis y
el virus de la inmunodeficiencia humana. Para la manipulacién de todos los elementos
contaminados con sangre u otros liquidos corporales deben seguirse las “Precauciones estandar
"y las directrices del centro. Después de su utilizacién, los recipientes para muestras y otros
materiales contaminados deben esterilizarse en autoclave antes de ser desechados.

n-

Se requiere la utilizacién de practicas y procedimientos de seguridad bioldgica de nivel 2 y equipo
e instalaciones para contencién cuando se manipulen muestras clinicas sin producir aerosoles,
como en la preparacion de frotis acidorresistentes. Todas las actividades que generen aerosoles
deben llevarse a cabo en un gabinete de seguridad biolégica de clase | o Il. Se requiere la utilizacion
de practicas de seguridad biolégica de nivel 3 y equipo e instalaciones para contenciéon en las
actividades de laboratorio que incluyan la propagaciéon y manipulacién de cultivos de M.
tuberculosis y M. bovis. Los estudios en animales también requieren la implementacién de
procedimientos especiales®.

Instrucciones para el almacenamiento

En el momento de recibir los tubos y frascos, guardarlos en un lugar oscuro a una temperatura de
2 -8 [J'C. Evitar la congelaciéon y el sobrecalentamiento. No abrir hasta que vayan a utilizarse.
Reducir al minimo la exposicion a la luz. Los medios almacenados como se indica en sus etiquetas
hasta momentos antes de su utilizacion pueden ser inoculados hasta la fecha de caducidad e
incubados durante los periodos recomendados de incubacién. Dejar que el medio se caliente a
temperatura ambiente antes de la inoculacién.

Deterioro del producto
No utilizar los tubos ni los frascos si muestran evidencia de contaminacién microbiana,
decoloracion, deshidratacién o cualquier otro signo de deterioro.

RECOGIDA Y MANIPULACION DE LAS MUESTRAS

Las muestras adecuadas para cultivo pueden manipularse mediante diversas técnicas. Para obtener
informacién detallada, consultar los textos correspondientes’™'. Las muestras deben obtenerse
antes de administrar los agentes antimicrobianos. Deben adoptarse las medidas necesarias para un
transporte inmediato al laboratorio.

PROCEDIMIENTO

Material suministrado

Lowenstein-Jensen Medium o

Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

Materiales necesarios pero no suministrados
Medios de cultivo auxiliares, reactivos, organismos de control de calidad y el equipo de laboratorio
segun se requiera.

Procedimiento de analisis
Emplear técnicas asépticas.

Los procedimientos de prueba son los recomendados por los Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) para el aislamiento primario de muestras que contengan micobacterias'®. Se
recomienda la solucién de N-acetil-L-cisteina-hidréxido de sodio (NALC-NaOH) como agente
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descontaminante y digestivo suave pero eficaz. Estos reactivos se suministran en el equipo de
digestion/descontaminacién de muestras BBL MycoPrep. Para obtener las instrucciones
detalladas de descontaminacion y cultivo, consultar el texto correspondiente™ ™,

Después de la inoculaciéon, mantener los recipientes de prueba protegidos de la luz y colocados en
un sistema adecuado que suministre atmdsfera aerobia enriquecida con diéxido de carbono.
Incubar los agares inclinados y frascos inoculados a 35 + 2 °C.

Los medios inclinados y en frasco deben incubarse en posiciéon horizontal hasta que se absorba el
indculo. Los tubos y frascos deben tener las tapas roscadas flojas durante las primeras 3 semanas,
para permitir la circulacién de diéxido de carbono para el inicio del crecimiento. Posteriormente,
ajustar las tapas para evitar la deshidratacion; aflojarlas brevemente una vez por semana. Colocar
los tubos en posicion vertical si no se dispone de espacio suficiente.

NOTA: Los cultivos de lesiones cutaneas presuntivas de M. marinum o M. ulcerans deben
incubarse a 25 - 33 °C para lograr un aislamiento primario; los cultivos presuntivos de

M. avium o M. xenopi presentan un crecimiento éptimo a una temperatura de 40 — 42 °C". Incubar
un cultivo equivalente a 35 - 37 °C.

El procedimiento recomendado para la prueba semicuantitativa de catalasa con agares profundos
con medio de Lowenstein-Jensen se detalla a continuaciéon™:

1. Inocular la superficie del medio con 0,1 mL de un cultivo de caldo de 7 dias o un asa llena de
crecimiento de un agar inclinado de crecimiento activo procedente de cada cepa de prueba.
Asimismo, inocular tubos con un cultivo con alta produccién de catalasa, por ejemplo, M.
kansasii, y una cepa enzimatica débil, por ejemplo, M. intracellulare, como controles.

. Incubar, con las tapas flojas, a 35 + 2 °C durante 2 semanas.

3. Preparar una mezcla de polisorbato 80 y peréxido, dosificando partes iguales de:

a. Una solucion al 10%, esterilizada en autoclave, de polisorbato 80 en agua destilada o una
dilucion de 1 mL de polisorbato 80 estéril en 9 mL de agua destilada.
b. Peréxido de hidréogeno (30%).

4. Anadir 1 mL de la mezcla de polisorbato 80 y peréxido a cada cultivo. Después de 5 min,

registrar la altura (en mm) de las columnas de burbujas.

N

El procedimiento recomendado para la prueba de tolerancia a cloruro sédico se detalla a

10,17,

continuacién™":

1. Crear una suspension de un subcultivo de crecimiento activo en caldo Middlebrook 7H9
equivalente a un patrén de turbidez N° 1 de McFarland.

2. Inocular 0,1 mL del cultivo normalizado en un agar inclinado con Lowenstein-Jensen Medium
with 5% Sodium Chloride. De manera similar, inocular un agar inclinado del medio sin NaCl
como tubo de control de crecimiento.

3. Incubar con las tapas flojas en una atmésfera enriquecida con CO,, primero en una gradilla
plana durante 1 semana a 28 — 30 °C para organismos de crecimiento rapido y a 35 + 2 °C para
los de crecimiento lento.

4. Examinar semanalmente para determinar el crecimiento. Continuar la incubacién durante tres
semanas mas en caso necesario.

Control de calidad del usuario
Véase "Procedimientos de control de calidad”.

Cada lote de medios se ha probado con los microorganismos de control de calidad adecuados
mediante una prueba que cumple las especificaciones del producto y los criterios aplicables del
CLSI. Como siempre, las pruebas de control de calidad se deben llevar a cabo conforme a la
normativa local, estatal, federal o nacional aplicable, a los requisitos de los organismos de
acreditacion y/o a los procedimientos estandar de control de calidad del laboratorio.

X. RESULTADOS

Debe efectuarse la lectura de los cultivos a los 5 — 7 dias después de la inoculacién y una vez por

semana después, durante un maximo de 8 semanas.

Registrar las observaciones:

1. NUumero de dias necesarios para que las colonias sean visibles a simple vista. Los organismos de
crecimiento rdpido presentan colonias maduras a los 7 dias; los de crecimiento lento requieren
mas de 7 dias para mostrar colonias maduras.

2. Produccién de pigmentacion
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Color blanco, crema o beige = No cromégena (NC)
Color limén, amarillo, anaranjado, rojo = Cromdégena (Ch)

Los frotis con tincién pueden mostrar bacilos acidorresistentes, que se resefian sélo como “bacilos
acidorresistentes” a menos que se realicen pruebas definitivas.

Se pueden examinar los frascos invirtiéndolos sobre la plataforma de un microscopio de diseccién.
Efectuar la lectura con un aumento de 10-60x con luz transmitida. Explorar rapidamente con un
aumento de 10-20x para determinar la presencia de colonias. Es util emplear un aumento mayor
(30-60x) para observar la morfologia de las colonias, es decir, las colonias espirales como cuerdas.

En la prueba semicuantitativa de catalasa, la mayoria de las micobacterias se clasifican en dos
gruposs,m,m

1. Columna de burbujas con altura superior a 45 mm.
M. chelonae
M. fortuitum
M. gordonae
M. kansasii (de importancia clinica)
M. scrofulaceum
2. Columna de burbujas con altura inferior a 45 mm.
avium
bovis
gastri
. haemophilum
. intracellulare
. kansasii (sin importancia clinica)
malmoense
marinum
. tuberculosis
xenopi
La presencia o ausencia de crecimiento en el tubo del medio con 5% NaCl favorece la
diferenciacion de aislados micobacterianos. La prueba de tolerancia a la sal da resultado positivo
cuando aparecen numerosas colonias en el medio de control y crecen mas de 50 colonias en el
medio con NaCl al 5%™". La presencia de colonias en el medio de control sin crecimiento visible en
el medio de prueba después de un total de 4 semanas de incubacién constituye un resultado
negativo''®".

ST TRRERER

LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Para su identificacion, los organismos deben encontrarse en un cultivo puro. Deben llevarse a cabo
pruebas morfoldgicas, bioquimicas y/o serolégicas para lograr una identificacion final. Consultar
los textos correspondientes para obtener informacién detallada y procedimientos
recomendados™'".

CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Lowenstein-Jensen Medium

En un estudio realizado por Palaci et al, se inocularon 85 muestras respiratorias en medios
inclinados de Lowenstein-Jensen (LJ) y en tubos BBL MGIT mediante los procedimientos estandar.
25 muestras dieron resultado positivo a M. tuberculosis. La sensibilidad de los cultivos para LJ y
MGIT fue del 96,1% (25 de 26 cultivos positivos). Aunque el tiempo de deteccion fue
significativamente mas breve en los tubos MGIT, no se detectd diferencia significativa en la
sensibilidad de deteccion de M. tuberculosis entre los dos métodos™.

Lowenstein-Jensen Medium Deeps

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de Lowenstein-Jensen Medium Deeps se
analizan para determinar las caracteristicas especificas del producto. Se analizan muestras con M.
fortuitum ATCC 6841, M. intracellulare ATCC 13950, M. kansasii ATCC 12478, M. scrofulaceum
ATCC 19981 y M. tuberculosis ATCC 25177 mediante inoculacién con 0,2 mL de suspensiones de
caldo Middlebrook 7H9. Los tubos se incuban con las tapas flojas durante un maximo de 3
semanas a 35-37 []°C. Se prepara una mezcla de polisorbato 80 y peréxido y se afiade 1 mL a cada
cultivo. Después de 5 min, se registra la altura (en mm) de las columnas de burbujas. Una columna
de burbujas con una altura superior a 45 mm representa una reaccién positiva a la catalasa. Una
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columna de burbujas con una altura inferior a 45 mm representa una reacciéon negativa. Se
observa una reaccién positiva a la catalasa con M. fortuitum, M. kansasii y M. scrofulaceum. Se
observa una reaccién negativa a la catalasa con M. intracellulare y M. tuberculosis.

Lowenstein-Jensen Medium with 5% Sodium Chloride

Antes de su lanzamiento al mercado, todos los lotes de Lowenstein-Jensen Medium with 5%
Sodium Chloride se analizan para determinar las caracteristicas especificas del producto. Se
analizan muestras con suspensiones de células de M. fortuitum ATCC 6841 y M. kansasii ATCC
12478 diluidas en caldo BBL Middlebrook 7H9 hasta una concentracién de 10° - 10° UFC. Los

tubos se incuban con las tapas flojas a 35-37 °C durante 7 — 14 dias en una atmosfera
enriquecida con CO,. Se observa crecimiento de moderado a denso con M. fortuitum. M. kansasii
se encuentra inhibido.

XIll. DISPONIBILIDAD
N° de cat. Descripciéon
221116 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium, caja de 100 frascos Mycoflask
220908 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, pgt. de 10 tubos de tamafio K
220909 BD BBL Lowenstein-Jensen Medium Slants, caja de 100 tubos de tamafio A
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