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RESUMEN

La tincion de Ziehl Neelsen (ZN), es una técnica de colo-
racion de microorganismos para la identificacion de paté-
genos, como Mycobacterium tuberculosis causante de la
tuberculosis, que requiere de tres (03) soluciones: Carbol
Fucsina Fenicada (Fucsina Basica), Azul de Metileno al
1% y Solucion Decolorante, que se elaboran en la Sec-
cion de Reactivos y Colorantes del Instituto Nacional de
Higiene “Rafael Rangel” y se emplean en el diagndstico
de tuberculosis. Esta investigacion surgié con el propésito
de comprobar el tiempo de caducidad y condiciones de
almacenamiento de dichos productos y presentarlos en un
estuche tipo kit para su distribucion, en apoyo a la Red
Nacional de Laboratorios de Salud Publica y comercializa-
cion con otros entes. Se realizo el ensayo de tres (3) lotes
del kit de Ziehl Neelsen; con su respectiva contramuestra
que fue evaluada en el analisis final. Se registraron los pa-
rametros fisicos de temperatura y humedad relativa bajo
condiciones normales de almacenamiento en el laborato-
rio, con las muestras protegidas de la luz. Se evalué la
funcionalidad por medio de la tincién ZN observada bajo
microscopio, de tres (03) muestras con ATCC 700686: M.
peregrinum y ATCC 29213: S, aureus por lote; tomando
en cuenta el exceso de colorante, y la definicion de las
coloraciones. Estas evaluaciones se realizaron durante
dos (02) afos encontrandose como resultado que fisica y
funcionalmente los productos contentivos en el kit se man-
tenian estables, fijandose un tiempo de caducidad de dos
(02) anos.

Palabras claves: Tincion de Ziehl Neelsen, M. tuberculo-
sis, Tincion diferencial, Estabilidad.

A
SUMMARY
Ziehl Neelsen (ZN) is a staining technique of microorganis-
ms for the identification of pathogens as Mycobacterium tu-
berculosis, causative of tuberculosis, which requires three
(03) solutions: Carbol Fuchsin combined with Phenol (Ba-
sic Fuchsin), Methylene Blue 1% and Bleaching solution,
which are prepared in Section of Reagents and Coloring
of the Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” and
are used in the diagnosis of tuberculosis. This investigation
was made with the purpose of checking the shelf life and
storage conditions of these products and present them in
a kit type container for distribution in support of the Natio-
nal Network of Public Health Laboratories and marketing
with other entities. The analysis was performed in three (3)
batches of the Ziehl Neelsen kit; with their respective coun-
ter sample that was evaluated in the final analysis. The
physical parameters of temperature and relative humidity
were recorded in the laboratory under normal storage con-
ditions with samples protected from light. The functionality
was evaluated through ZN staining being observed under
a microscope three (03) samples with ATCC 700686: M.
peregrinum and ATCC 29213: S, aureus by Batch; taking
into consideration the excess dye, and the definition of the
colors. These evaluations were conducted for two (02)
years found as main result that physically and functionally
the products in the kit were stable, and can set an expira-
tion time of two years.
Keywords: Ziehl Neelsen staining, M. tuberculosis, diffe-
rential staining, Stability.
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INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causa-
da por Mycobacterium tuberculosis, una bacteria que
casi siempre afecta a los pulmones. Se trata de una
afeccion curable y que se puede prevenir. La infeccion
se transmite de persona a persona a través del aire.
Cuando un enfermo de TB pulmonar tose, estornuda o
escupe, expulsa bacilos tuberculosos al aire. Basta con
que una persona inhale unos pocos bacilos para que-
dar infectada. La TB es una de las 10 principales cau-
sas de mortalidad en el mundo ™. Segun cifras dadas
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) 10,4
millones de personas enfermaron de TB en 2015y 1,8
millones murieron por esta enfermedad (entre ellos, 0,4
millones de personas con VIH). Para el mismo afio, la
OMS reporta que un millén de nifios (de 0 a 14 afios)
enfermaron de TB y 170.000 nifios murieron debido a
esta causa (sin incluir los nifios con VIH). De igual ma-
nera, sefiala que mas del 95% de las muertes por TB
se producen en paises de ingresos bajos y medianos,
entre ellos, seis paises acaparan el 60% de la mortali-
dad total; encabeza esta triste lista la India, seguida de
Indonesia, China, Nigeria, Pakistan y Sudafrica. La TB
es una de las causas principales de defuncién en las
personas VIH-positivas: En 2015, el 35% de las muer-
tes asociadas al VIH se debieron a la tuberculosis. Se
estima que entre 2000 y 2015 se salvaron 49 millones
de vidas gracias a la dispensacion de servicios de diag-
nostico y tratamiento contra la TB. La OMS sefala que
acabar para 2030 con la epidemia de TB es una de las
metas relacionadas con la salud incluida en los Obje-
tivos de Desarrollo Sostenible adoptados en fecha re-
ciente (),

A pesar de que en los ultimos afios la micobac-
teriologia ha experimentado importantes avances tec-
noldgicos, que permiten la deteccion rapida mediante
pruebas moleculares automatizadas, como la Xpert
MTB/RIif® que de forma simultanea detecta la TB y la
resistencia a la rifampicina, considerado éste como
el farmaco mas importante contra esta enfermedad,
provee resultados en menos de dos horas desde la
recepcion de la muestra®, sin embargo su alto costo
constituye una desventaja, en consecuencia el diag-
nostico precoz de la TB, sigue recayendo en el exa-
men microscopico de las muestras clinicas, mediante

el uso de la técnica de tincion de Ziehl Neelsen (ZN)
ya que es el procedimiento mas simple, econémico y
rapido que proporciona al clinico una orientacion diag-
nostica preliminar. La tincion de ZN es una técnica de
tincién diferencial utilizada para la identificacién de mi-
croorganismos patégenos, tales como Mycobacterium
tuberculosis; asi como algunos protozoarios del gé-
nero Apicomplexa (coccidios intestinales) entre otros.
La coloracion de ZN es la técnica mas apropiada para
ser utilizada en todos los laboratorios de los paises de
América Latina. Es la recomendada por la OMS vy la
Uniodn Internacional Contra la Tuberculosis y Enferme-
dades Respiratorias (UICTER) por ser la que asegura
resultados reproducibles con un entrenamiento sencillo
y resulta la mas econdmica®. Los resultados y confia-
bilidad de esta prueba dependen de la ejecucién y de
la calidad de los reactivos, siendo esto crucial para el
control de la TB.

Latincion ZN se fundamenta en la estructura de las
paredes celulares de las micobacterias que contienen
lipidos y otros acidos grasos (acidos micdlicos) de ele-
vado peso molecular, que les confieren la propiedad de
resistir la decoloracion con alcohol-acido, después de
la tincién con colorantes basicos calientes, por lo que
se denominan bacterias acido resistentes o acido-al-
cohol resistentes. La tincion se basa en colocar car-
bol-fucsina y calentar la preparacion ligeramente para
solubilizar las ceras, lipidos y otros acidos grasos de la
pared celular para que permita el paso libre del colo-
rante, el cual tiene una enorme afinidad por los acidos
micolicos presentes en la pared. Al enfriar con agua,
los componentes de la pared vuelven a solidificar, re-
sistiendo la accién abrasiva del alcohol-acido, donde el
azul de metileno se utiliza como contratincion®,

En esta técnica se emplean tres productos: Carbol
Fucsina Fenicada (Fucsina Basica), Solucién de Azul
de Metileno al 1% y Solucién de Alcohol Acido (solucio-
nes que conforman el Kit de Ziehl Neelsen) ®. En el el
Instituto Nacional de Higiene “Rafael Rangel” (INHRR)
estos productos son elaborados en la Seccion de Re-
activos y Colorantes y se utilizan de rutina en el labora-
torio de Diagndsticos Especiales del Departamento de
Bacteriologia, para el diagnéstico de TB.

La presente investigacion surgié con el proposito
de comprobar el tiempo de caducidad y condiciones de
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almacenamiento de dichos productos, para dar cumpli-
miento a requisitos de las Buenas Practicas de Manu-
factura como garantia de su calidad ©.

De igual modo, al considerar las ventajas de po-
seer un producto que ha sido preparado segun pro-
cedimientos estandarizados que aseguran su calidad
y garantizan la confiabilidad de los resultados para el
diagnéstico precoz de la TB, ademas esta investiga-
cion se planted responder a la necesidad de disponer
de insumos de produccion nacional destinados a la
identificacion de microorganismos patdgenos como el
Mycobacterium tuberculosis causante de la TB, enfer-
medad que afecta un importante sector de la poblacion
venezolana, mediante el disefio y produccion del Kit de
Tincion ZN del (INHRR).

MATERIALES Y METODOS

Se prepararon tres (03) lotes del kit ZN, cada uno
contentivo de: Carbol Fucsina Fenicada (Fucsina Basi-
ca), Solucion de Azul de Metileno al 1% y Solucién de
Alcohol Acido (Decolorante); con su respectiva contra-
muestra, envasados en frascos ambar (%), elaborados
por el mismo operario en la misma fecha y usando los
mismos equipos, siguiendo procedimientos documen-
tados.

Los tres lotes se almacenaron en condiciones de
ambiente del laboratorio, protegidos de la luz, por un
periodo de 02 afos, se registraron a diario las varia-
bles de temperatura y humedad relativa del cuarto de
almacenamiento.

Se evalud la funcionalidad de tres muestras de
cada lote por el método de tincidn, con una suspension
de Mycobacterium peregrinum (ATCC 700686) y Sta-
phylococcus aureus (ATCC 29213).

Para ello, se preparé una suspension de M. pe-
regrinum ATCC 700686 y S. aureus ATCC 29213, en
agua estéril con una turbidez comparable con el Mc
Farland 0,5. Posteriormente se realizd la mezcla de
50 uL de cada suspensién, se mezclo y se coloco una
gota en la lamina portaobjeto. Se dejé secar y luego se
realizé la coloracion por la técnica de ZN. Se visualizo
con el microscopio a 100X, tomando en consideracion:
Buena coloracion de los bacilos acido resistentes, colo-
racion de contraste adecuada, definicion de la colora-
cion roja y azul, respectivamente, asi como la presen-
cia 0 no de precipitados ?9

El Procedimiento de tinciéon y observacion de las
laminas con el respectivo registro se realizé cada seis
(06) meses por espacio de dos (02) afios, durante el
periodo 2012-2014, segun cronograma de evaluacion
de la tincién.

RESULTADOS Y DISCUSION

De los registros diarios de las variables temperatu-
ra y humedad relativa en el lugar de almacenamiento,
en condiciones de temperatura ambiente y protegidos
de la luz, se recopilaron 464 datos. Obteniéndose una
temperatura promedio de 24,58°C y una humedad rela-
tiva de 53,68% (Figura 1).
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Figura 1. Humedad Relativa y Temperatura registradas durante la investigacion
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Durante la evaluacion funcional se observaron
las tinciones con el microscopio a 100X, obteniéndo-
se buena coloracion de los bacilos acidos resistentes,
ademas de adecuada coloracion de contraste, sin pre-
sencia de precipitados en todas las tinciones realiza-
das (Figura 2).

Figura 2. Observacion con microscopio 100X
M. peregrinum ATCC 700686. Coloracion roja

CONCLUSIONES

Con base en los resultados de esta investigacion
se establecid que para los productos que componen el
Kit de tincion ZN elaborado en el INHRR, el tiempo de
caducidad es de al menos dos afos bajo las condicio-
nes evaluadas.

Los resultados de este estudio constituyen un aval
para el disefio y produccién del Kit de tinciéon ZN del
INHRR, a los fines de responder a la necesidad de dis-
poner de insumos de produccidn nacional destinados a
la identificacion de microorganismos patégenos como
el Mycobacterium tuberculosis.

El trabajo de esta investigacion es un soporte para
el diagnoéstico precoz de la TB, mediante el disefo y
desarrollo de un Kit de produccién nacional para la tin-
cion ZN, que satisfaga la necesidad de los laboratorios
regionales, con indiscutible valor, costo-beneficio, para
el control de esta enfermedad, colaborando con la sus-
titucién de importaciones y liberandonos de la depen-
dencia de productos comerciales de alto costo.
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