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Comportamiento de los indicadores de calidad del
cultivo en los laboratorios de diagnostico de
micobacterias en la provincia de Las Tunas, Cuba

RESUMEN

Introduccion: La finalidad del control de calidad del
cultivo es mejorar continuamente su eficiencia y uso
como alternativa de diagndstico y seguimiento, asegu-
rando que la informacion generada por el laboratorio
sea confiable.

Métodos: Se calcularon los indicadores de calidad,
de acuerdo con el manual para el diagndstico bac-
terioldgico de la tuberculosis de la Organizacion
Panamericana de la Salud a 7,590 mues-
tras de esputo procedentes de pacientes
con cultivo positivo, recibidos en dos labo-
ratorios de micobacterias de la provincia
Las Tunas de octubre 2003 a diciembre

boratorio.
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2005.

Resultados: La tasa de contaminacion
fue de 4.5 y 0.3% en el Centro Provin-
cial de Higiene, Epidemiologia y Micro-
biologia (CPHEM) y Centro Municipal
de Higiene, Epidemiologia y Microbiologia
(CMHEM) de Puerto Padre, respectivamente. El apor-
te del cultivo al diagndstico fue de 17.9% en el
CPHEM y 27.3% en el CMHEM de Puerto Padre. El
porcentaje de pacientes con frotis para bacilos aci-
do-alcohol resistentes (BAAR) positivo y cultivo ne-
gativo fue de 7.7% en el CPHEM y nulo en el
CMHE.

Conclusiones: Los indicadores de calidad en el labo-
ratorio del CPHEM del municipio de Las Tunas, ex-
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ABSTRACT

Background: The purpose of the quality control of
culture is to constantly improve its efficiency and
use as a diagnostic and monitoring alternative, thus
assuring that the information generated by the lab-
oratory is reliable.

Methods: Quality indicators, as suggested by the
Pan-American Health Organization manual for
the bacteriological diagnosis of tuberculosis, were
calculated in 7,590 sputum samples from patients
with positive culture received in two mycobacterial
laboratories from Las Tunas province from October
2003 to December 2005.

Results: The contamination rate was 4.5% and
0.3% in the Hygiene, Epidemiology and Microbiol-
ogy Provincial Center (HEMPC) and the Hygiene,
Epidemiology and Microbiology Municipal Center
(HEMMC) of Puerto Padre, respectively. The culture
contribution to diagnosis was 17.9% in HEMPC
and 27.3% in HEMMC. The percentage of patients
with positive acid-fast bacilli (AFB) smear and neg-
ative culture was 7.7% for HEMPC and null for
HEMMLC.

Conclusions: Quality indicators of culture in the
HEMPC laboratory of Las Tunas province had ac-
ceptable values according to international standards,
excepting the percentage of AFB-positive/culture
negative cases, and the contribution of culture to
diagnosis and the contamination rate in the HEM-
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ceptuando el porcentaje de casos BAAR-positivo/
cultivo negativo, y los indicadores de aporte del
cultivo al diagndstico y tasa de contaminacion en
el laboratorio del CMHEM de Puerto Padre, pre-
sentaron valores aceptables segun las normas in-
ternacionales. La introduccion del calculo de los
indicadores de calidad del cultivo en la red de labo-
ratorios de micobacterias permitira conocer y eva-
luar los resultados del trabajo, y asi mejorar el ren-
dimiento y la calidad del diagnéstico de la
tuberculosis en Cuba.

INTRODUCCION

Por décadas el diagndstico de la tuberculosis (TB)
ha dependido de la observacion directa de los
bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) y la
demostracién de Mycobacterium tuberculosis
(M. tuberculosis) en el cultivo. La coloracion de
Ziehl-Neelsen es el procedimiento mas comun-
mente usado para indicar la presencia de BAAR
en el esputo, pero su sensibilidad es méas baja
que la del cultivo.t?

El cultivo bacteriolégico es la prueba de oro
para el diagnostico definitivo de la TB. Segun el
método de descontaminacion y el tipo de medio
de cultivo utilizado, pueden ser detectadas has-
ta un minimo de 10 células viables por mililitro de
esputo. Mediante los métodos de cultivo es po-
sible extender la confirmacion del diagnostico
de TB en aproximadamente 15 a 20% del total
de casos y del 20 a 30% de los pacientes con TB
pulmonar. Ademas, la deteccion de los enfermos
es mas temprana, con frecuencia antes de vol-
verse infecciosos. Por otra parte, el cultivo per-
mite determinar un ndmero reducido de bacilos
presentes en la muestra, de esta manera puede
aumentarse considerablemente la eficiencia en el
diagndstico de los fracasos al finalizar el trata-
miento. Sin embargo, el cultivo es mucho mas
caro que la baciloscopia, es preciso contar con
cabinas de seguridad bioldgica clase 11 ¢ 1l para
el procesamiento de las muestras, tener instala-
ciones para la preparacion de los medios de cul-
tivo y, ademas, el personal debe estar capacitado
y entrenado.>*®

El control de calidad de los cultivos es un sis-
tema de supervision interna eficaz de los resul-
tados del trabajo de los laboratorios, permite
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MC laboratory of Puerto Padre. Introduction of
these quality indicators of culture to the national
network of mycobacterial laboratories will permit to
know and to evaluate the results of the laboratory
work, thus improving the yield and the quality of
tuberculosis diagnosis in Cuba.

mejorar continuamente la eficiencia y el uso del
mismo como una alternativa de diagnostico y segui-
miento, asegurando que la informacion generada
por el laboratorio sea confiable y exacta.®®”
Mediante el presente trabajo nos propusimos
evaluar los indicadores de calidad del cultivo de las
muestras de esputo recibidas en los laboratorios de
diagnostico de micobacterias de la provincia Las
Tunas, Cuba, con el propésito de mejorar el ren-
dimiento y la calidad del diagndstico de la TB.

MATERIAL Y METODOS

Se calcularon los indicadores de calidad en 7,590
cultivos de muestras de esputo de la provincia de
Las Tunas. De ellas, 4,952 pertenecian al labora-
torio del Centro Provincial de Higiene, Epide-
miologia y Microbiologia (CPHEM) y 2,638 al la-
boratorio del Centro Municipal de Higiene y
Epidemiologia y Microbiologia (CMHEM) de
Puerto Padre, en el periodo de octubre de 2003
a diciembre de 2005.

Fueron incluidas en el estudio las muestras de
diagnostico y seguimiento del tratamiento y se ex-
cluyeron las que resultaron no (tiles para cul-
tivo (muestras escasas y/o derramadas).

Las muestras, después de realizar la baciloscopia
fueron descontaminadas utilizando el método de
Petroff modificado, posteriormente fueron inocu-
ladas 0.2 décimas en dos tubos con medio de
Lowenstein Jensen (LJ) e incubados a 37°C por
ocho semanas, realizando la lectura de forma se-
manal seguin lo establecido en el Manual de Nor-
mas y Procedimientos del Programa Nacional de
Control de la TB.®

Para calcular los indicadores de calidad de los
cultivos se clasifico a los pacientes con cultivo
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confirmado bacteriol6gicamente en varias catego-
rias, segun la bibliografia consultada:®”

A) BAAR-positivo/cultivo-positivo

B) BAAR-positivo/cultivo no realizado
C) BAAR-negativo/cultivo-positivo

D) BAAR-positivo/cultivo-negativo

E) BAAR-positivo/cultivo-contaminado
F) BAAR no realizado/cultivo-positivo

Una vez clasificados los casos por categoria, se
calcularon los siguientes indicadores de calidad:

= Aporte del cultivo al diagnostico
= Porcentaje de muestras BAAR-positivo/cultivo-
negativo

También fue calculada la tasa de contamina-
cién (TC) como otro indicador de calidad del
cultivo.

Las férmulas para realizar los célculos y la
interpretacion de los resultados fueron las si-
guientes:

I. Aporte del cultivo al diagndstico (ACD), con
valores aceptables entre 20 y 30% de los casos
con confirmacion bacteriologica:

ACD = C
A+B+C+D+E

X100

Il. Porcentaje de muestras BAAR-positivo/culti-
vo-negativo, con valores aceptables entre un 2
y 3%.

%BAAR-positivo/cultivo-negativo =

D X 100
A+B+C+D+E

[ll. Tasa de contaminacion, expresada como por-
centaje de tubos contaminados entre el total de
tubos inoculados, con valores aceptables entre 3
y 5%.

Tubos contaminados
Total de tubos inoculados

TC = X100

RESULTADOS

De los 7,590 cultivos de esputo analizados, 4,952
se realizaron en el laboratorio de diagnéstico de
micobacterias del CPHEM y 2,638 en el CMHEM
de Puerto Padre. Las muestras no Utiles para
el cultivo fueron 63 (1.3%) y 64 (2.4%), en el
CPHEM de Las Tunas y CMHEM de Puerto Pa-
dre, respectivamente (Tabla I).

Al calcular los indicadores de calidad del cul-
tivo, pudimos observar que la TC fue de un
4.5% en el CPHEM y del 0.3% en el CMHEM
de Puerto Padre. El aporte del cultivo al diagnés-
tico oscil6 entre 17.9 y 27.3% en el CPHEM y
CMHEM de Puerto Padre, respectivamente. El
porcentaje de pacientes BAAR-positivo/culti-
vo-negativo fue de 7.7% en el CPHEM de Las
Tunas y el CMHEM de Puerto Padre no reporto
ningun caso (Tabla II).

DISCUSION

La vigilancia de rutina en los laboratorios de culti-
vo utilizando indicadores de calidad estandarizados
permite mantener y mejorar la calidad del diag-
néstico de los laboratorios de micobacteriologia. El
analisis del desempenfio del laboratorio comienza
con el programa de aseguramiento de la calidad,
especificamente el control de calidad interno. Se
han elaborado y difundido indicadores que miden
la eficacia de los laboratorios que realizan la baci-
loscopia de esputo; sin embargo, el seguimiento
sistematico del rendimiento del cultivo no es muy
frecuente. Para el cultivo de micobacterias se han
propuesto varios manuales técnicos y documentos,
pero no hay un consenso global de cuales indica-
dores deben ser medidos.®

El control de calidad interno del cultivo debe
ser realizado por el responsable del laboratorio. El
seguimiento periddico de los resultados permite
detectar errores sistematicos y sostenidos en el
tiempo, asi como identificar las posibles causas
del error, lo cual permitiria realizar las correccio-
nes necesarias cuando se detectan las deficien-
cias y en consecuencia mejorar la calidad del
diagnéstico.5’

La contaminacidn cruzada en los laboratorios
de cultivo de micobacterias es mas comun de lo
gue podemos imaginar.%t Entre el 0.33 y 16%
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Tabla I. Clasificaciéon de las muestras de esputo por categorias.

CPHEM CMHEM

Las Tunas Puerto Padre
Categorias No. % No. % Total
BAAR-negativo/cultivo-negativo 4,694 94.8 2,618 99.2 7,312
BAAR-negativo/cultivo-positivo 7 0.1 3 0.1 10
BAAR-positivo/cultivo-negativo 3 0.1 0 0 3
BAAR-positivo/cultivo-positivo 25 0.5 8 0.3 33
BAAR-negativo/cultivo-contaminado 219 4.4 9 0.3 228
BAAR-positivo/cultivo-contaminado 4 0.1 0 0 4
BAAR-negativo/cultivo no realizado 114 2.3 0 0 114
BAAR-positivo/cultivo no realizado 0 0 0 0 0
Muestras no Utiles 63 1.3 64 2.4 127
Total de muestras procesadas 4,952 100 2,638 100 7,590
Tubos inoculados 9,904 5,276 15,180
Tubos contaminados 446 18 464

de los cultivos reportados como positivos son re-
sultados falsos debido a este error, pero en la
mayor parte de los casos el porcentaje alcanza el
3%. Muchas veces resulta dificil detectar la causa
de la contaminacién porque en ocasiones pueden
pasar dias e incluso semanas desde que se origind
el evento hasta el desarrollo de los cultivos con-
taminados.?

La notable capacidad de M. tuberculosis de
sobrevivir a condiciones adversas es uno de los
principales factores que contribuyen a la contami-
nacion cruzada, ya que pueden permanecer via-
bles en equipos y soluciones de trabajo durante
tiempo prolongado. La probabilidad de ocurren-
cia de este tipo de error es mayor cuando existe
sobrecarga de trabajo y se procesan muchas
muestras por jornada.%12-14

La mayoria de las muestras clinicas enviadas al
laboratorio de cultivo de TB estdn contaminadas
en mayor o menor grado por gérmenes de la flora
normal que se reproducen a una gran velocidad
y se desarrollarian rapidamente en la superficie

del medio. M. tuberculosis es de crecimiento
lento, por lo que otros microorganismos utiliza-
rian los nutrientes del medio antes de que pudie-
ran crecer los bacilos. Por esta razon, la mayoria
de las muestras deben someterse a procesos de
digestion y descontaminacion rigurosos que des-
truyan los desechos organicos y elimine la flora
indeseable.®

El método de descontaminacion de Petroff
modificado es uno de los més utilizados interna-
cionalmente, sobre todo en los paises de Latino-
américa, se ha demostrado su gran utilidad para
el manejo clinico y epidemioldgico de la TB. Este
método utiliza reactivos que son de facil obten-
cién, econdmicos y no son dependientes de in-
sumos ni equipos de una marca determinada.5’

Para que sobrevivan un namero suficiente de
bacilos de la TB y se pueda lograr un diagndsti-
co confirmatorio, no puede evitarse que una pro-
porcién de los cultivos se contaminen con otros
microorganismos. Las normas internacionales es-
tablecen, cuando se utilizan los medios a base de

Tabla Il. Resultados de los indicadores de calidad de los cultivos por laboratorio.

CPHEM CMHEM
Indicadores de calidad del cultivo Las Tunas (%) Puerto Padre (%) Total (%)
Tasa de contaminacion 0.3 3.1
Aporte del cultivo al diagndstico 17.9 27.3 20.0
% BAAAR-positivo/cultivo-negativo 0 6.0
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huevos como el LJ, que los valores aceptables de
tolerancia de contaminacion de los cultivos de-
be oscilar entre el 3y 4%, si se utiliza el méto-
do de Petroff®"y otros expertos del tema plan-
tean que hasta un 5%o;° la tasa de contaminacién
del laboratorio del CPHEM de Las Tunas presentd
valores aceptables. Cuando se emplea una con-
centracion de hidréxido de sodio menor al 4%
y/0 medios de cultivo liquidos (como los propues-
tos para los sistemas de lectura automatizada o
MGIT), este porcentaje puede llegar hasta el 9%.
Por encima del 5% de contaminacion, lo cual no
sucedi6 en nuestro estudio, es una sefial de alar-
ma que debe ser reportada y analizada por el res-
ponsable del laboratorio e investigar las causas
que puedan haber provocado la misma para im-
plementar medidas correctivas que disminuyan la
contaminacion.3&7

A nivel internacional se han publicado algunos
estudios sobre esta tematica. Suzuki et dl, reportod
una tasa de contaminacién de 6.3% utilizando el
sistema de cultivo automatizado MGIT.* Pero en
esta investigacion no fueron calculados los indi-
cadores de calidad del cultivo que fueron utiliza-
dos en nuestro estudio.

Por otro lado, es importante destacar que si la
tasa de contaminacion es inferior al 3%, como lo
sucedido en el CMHEM de Puerto Padre (0.3%),
también puede traducir un problema en el labo-
ratorio, pues puede estar en relacion con un tiem-
po prolongado de exposicion de la muestra al
agente descontaminante o que la concentracion
del verde malaquita en el medio de cultivo sea
mayor a lo normalizado. Cuando ocurre esta si-
tuacién, se pueden eliminar los bacilos que pu-
dieran estar contenidos en la muestra, ademaés de
la flora normal del sistema respiratorio, aportando
resultados falsos negativos del cultivo.367

Con el cultivo es posible extender la confirma-
cién del diagndstico del 20-30% de los casos.67
En nuestro estudio, el aporte del cultivo del
laboratorio del CPHEM estuvo alrededor del 20%
y en CMHEM de Puerto Padre no superd el 30%;
estos valores son aceptables segun las normas
internacionales. Cuando el aporte del cultivo
es mucho mayor del 30%, es necesario verificar si
no existieron errores al realizar la lectura de las
baciloscopias (falsos negativos) o si se estan in-
vestigando un porcentaje elevado de casos con

TB poco avanzada, incluyendo a los pacientes
pediatricos, lo cual no traduce ningun problema
en el laboratorio. Si es mucho menor del 20%,
se debe investigar si la descontaminacién de las
muestras fue muy enérgica, ya sea por una ex-
cesiva concentracion del descontaminante y/o
por tiempo de exposicién prolongado al mismo,
0 si existi6 demora excesiva entre la toma y el
procesamiento de las muestras, que puede ser
letal para las micobacterias.®®

Las causas mencionadas anteriormente junto a
los resultados falsos positivos en la lectura de las
baciloscopias, son aspectos importantes que pue-
den ser la causa del aumento del porcentaje de
casos confirmados por baciloscopias positivas con
cultivo negativo. Los valores aceptables para este
indicador no deben superar el 3%, como suce-
dio en el laboratorio provincial del CPHEM de Las
Tunas (7.7%); creemos, después de realizar un
analisis que la demora entre la toma y el proce-
samiento de las muestras para cultivo, fueron las
causas que influyeron en el aumento de este
indicador. Por debajo de este valor no traduce di-
ficultades en el laboratorio.

Podemos concluir que los indicadores de ca-
lidad del cultivo en el laboratorio del CPHEM de
Las Tunas, exceptuando el % BAAR-positivo/cul-
tivo-negativo, y el indicador del aporte del culti-
vo al diagnostico en el laboratorio del CMHEM
de Puerto Padre, presentaron valores aceptables
segun las normas. Recomendamos incorporar el
célculo de los indicadores de calidad a la red na-
cional de laboratorios que realizan cultivo para
conocer y evaluar los resultados del trabajo e in-
corporar la evaluacion de la sensibilidad del me-
dio para mejorar el rendimiento y la calidad del
diagndstico de la TB.
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