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2. Alcances del PNO

Este PNO describe la preparacién de las muestras liquidas para su inoculacion y cultivo en las

placas de MODS para la deteccion de TBC.
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3. Documentos Relacionados

Este PNO asume que el lector esta familiarizado con la guia de usuario de MODS. Esta guia
proporciona una descripcion completa de la metodologia empleada para la preparacion de las
placas de MODS para el cultivo y prueba de susceptibilidad directa a drogas a partir de

muestras de esputo.
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355 (15): 1539-1550.

5. Comentarios Generales

El diagndstico de tuberculosis pleural es realizado mejor con una combinacién de pruebas de
diagndstico. El cultivo del liquido pleural puede ser util, tal como la estimacion de la
concentracion de adenosina deaminasa (ADA) y la citologia del liquido pleural. Sin embargo, el
cultivo del tejido pleural obtenido por biopsia combinado con el examen histolégico
proporciona el mas sensible combinado enfoque. El frotis para el examen microscdpico del
liquido pleural rara vez es util; el examen microscépico del frotis del material obtenido por
biopsia es informativo ocasionalmente. La decontaminacion de muestras de liquido pleural
reduce la sensibilidad del cultivo con MODS sin afectar significativamente la tasa de

contaminacion de los cultivos es por ello que no es recomendado.

Hasta donde sabemos no existen datos publicados que comparen el desempefio del MODS con
otras metodologias de diagndstico para la deteccidn de Mycobacterium tuberculosis en liquido
pericardico y liquido sinovial. La decontaminacion de las muestras de estos fluidos no se

considera necesaria antes del cultivo, pero cuando hay sospecha que la muestra no es estéril,
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la muestra puede dividirse en dos voliumenes iguales, uno es usado para ser decontaminado y

el otro para la inoculacién directa.

6. PNO

6.1 Consideraciones generales para las muestras

N N

Las muestras de fluidos son tomadas de una zona afectada y normalmente estéril.

Las muestras son colectadas en una variedad de recipientes estériles sin preservantes.

La muestra debe ser enviada inmediatamente al laboratorio para su proceso.

La muestra puede ser preservada en refrigeracion a 2-8°C de preferencia por no mas de 24

horas.

6.2 Muestra requerida para el proceso

Un volumen de 5 ml de muestra es recomendable. Se requiere concentrar la muestra.

6.3 Procedimiento

6.3.1 Proceso Directo (Muestras estériles)

1. La muestra es concentrada por centrifugacidon a 3000g por 15 minutos.

2. Luego de la centrifugaciéon el sobrenadante es decantado cuidadosamente y el sedimento
es resuspendido en un volumen total de 2ml del medio 7H9-OADC-PANTA (del tubo que
contiene 5.1ml de 7H9-OADC-PANTA) en el tubo de centrifuga con una pipeta Pasteur;
mezclar bien.

3. Preparar un frotis adicionando 2 gotas (100ul) en una ldmina portaobjetos para realizar
una tincidén Ziehl Neelsen.

4. Adicionar la suspensién de la muestra al tubo que contiene el remanente del medio 7H9-
OADC-PANTA; mezclar bien.

5. Esta es la suspension final de la muestra lista para dispensarse en la placa.

Notas:

Si se sospecha que la muestra liquida esta ligeramente contaminada y esta probablemente se

contamine, esta debe ser procesada por inoculacién directa en el medio 7H9-OADC con 2X de

PANTA, sin embargo si la muestra esta completamente contaminada se procederd a

decontaminar esta.
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El medio 7H9-OADC-2X PANTA puede ser usado para disminuir la probabilidad de
contaminacién en muestras liquidas ligeramente contaminados sin embargo esto no es una
total garantia de que el cultivo no se contamine.

PANTA 2X puede obtenerse adicionando 200ul de PANTA en vez de 100 pl.

6.3.2 Proceso de Decontaminacién

1. La muestra es concentrada por centrifugacion a 3000g por 15 minutos.

2. Luego de la centrifugacion decantar cuidadosamente el sobrenadante y dejar
aproximadamente un volumen de 2ml.

3. Decontaminar 2ml de la muestra siguiendo el método de NaOH-NALC descrito para las
muestras de esputo. Dar un tiempo maximo de 15 minutos de exposicion con el NAOH-
NALC.

4. Usando una pipeta Pasteur estéril resuspender el sedimento en un total de 2ml del medio
7H9-OADC-PANTA (del tubo que contiene 5.1ml 7H9-OADC-PANTA) en el tubo de
centrifuga; mezclar bien.

5. Preparar un frotis adicionando 2 gotas (100ul) en una ldmina portaobjetos para realizar
una tincién Ziehl Neelsen.

6. Adicionar la suspension de la muestra al tubo que contiene el remanente del medio 7H9-
OADC-PANTA; mezclar bien.

7. Esta es la suspension final de la muestra lista para dispensarse en la placa.

6.4 Preparacion final de la placa de MODS (Deteccidn)
1. Dispensar 1ml de la suspensidn final de la muestra en cada uno de los 4 pozos en una sola
columna de la placa de 24 pozos.
2. Almacenar una alicuota stock de la suspension de la muestra remanente (1.1ml) en un
tubo estéril de microcentrifuga a 2-8°C como backup.
3. Repetir el mismo procedimiento con las otras muestras hasta que todas las columnas de la
placa estén llenas con excepcién de la columna 3 (o hasta que todas las muestras hayan

sido dispensadas).

4. Dispensar 1ml del medio 7H9-OADC-PANTA sin muestra en los 4 pozos de la columna 3 de

cada placa de MODS (controles internos negativos).
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5. Cerrar la placa con su tapa, colocarla en una bolsa de polietileno tipo ziploc y cerrarla. (La
bolsa no se abrira de ahora en adelante).

6. Incubar a 37°C (No es necesario el enriquecimiento con CO,).

Nota
Si el proceso de la muestra es directa o por decontaminacion, la muestra decontaminada y la
muestra directa debe ser inoculada en columnas separadas (4 pozos para cada muestra) y puede

ser dispensada en la misma placa.

6.5 Lectura de las Placas e interpretacion
Un resultado positivo es definido como el crecimiento de dos o mas unidades formadoras de
colonia (>2ufc) en uno o mds pozos. Para mas detalles en los resultados y lecturas ver la guia

de MODS para las muestras de esputo.

J ol

David Moore Noviembre, 2008
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