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Por ABEL CETRANGOLO

A medida que el empleo de la estreptomicina en el tra-
tamiento de la tuberculosis se va generalizando, se han plan-
teado una serie de problemas, algunos de los cuales estan
relacionados con el laboratorio.

Une de los principales es el que se refiere a la forma
c6émo actta la droga en presencia de los bacilos de Koch ais-
lados de los enfermos.

En lo referente a los gérmenes obtenidos de aquellos
pacientes que aun no han sido sometidos a la estreptomici-
noterapia, los investigadores aceptan gue en su gran ma-
yoria son sensibles a la droga en cantidad que en general es
menor de 1 megm. por ce. de medio. Sin embargo Pyle (%)
demostré que no todos los bacilos, provenientes de un mis-
mo material, de enfermos que aun no habian recibido dro-
ga, tienen la misma sensibilidad. En 7 de los 8 casos que
estudid, encontrd que algunos de los gérmenes estaban do-
tados de una relativa resistencia, pues pudo obtener un
niimero pequefio de colonias en presencia de 5 g5 10 megms,
de estreptomicina, en marcado contraste con el abundante
cultivo que se obtenia del mismo material en el medio que
no tenia estreptomicina. Ademas nunca observé la presen-
cia de colonia en los medios que contenian 25 6 mas megms.
de droga por cc. de medio-

Youmans, Williston, Feldman e Hinshaw (2), fueron
los primeros que hicieron notar que el bacilo tuberculoso es
capaz de desarrollar resistencia a la estreptomicina cuando
se mantiene en contacto con la droga, ya sea “in vitro” o
“in vivo”.

La importancia de este hecho es fundamental, pues se
lo considera estrechamente relacionado con la eficacia que
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puede tener este tratamiento, y asi vemos gue los autores
en general consideran la aparicién de la estreptomicino-
registencia como un factor que anhula la eficacia terapéutica
de la droga.

Referenie a cudndo debemos considerar a una cepa
como resistente, en general se acepta clasificarla como tal,

es capaz de desarrollar “in vitro” en presancla de
g. de droga por ¢

El momento durante el curgo del tratamiento en el cual
aparece la estreptomicino-resistencia varia mucho de un
enfermo a otro, hecho este que ha sido observado por todos
aquellos que se ocuparon del tema.

Nosotros hemosg visto un caso en el que la resistencia
aparecié después de inyectar s6lo 18 gramos de droga,
mientras que de otro enfermo que habia recibido 300 gra-
mos, aislamos una cepa sensible g la misma.
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Uno de los inconvenientes que se presenta en este es-
tudio, sobre todo del punto de vista practico, es el tiempo
prolongado que es necesario para poder dar al clinico, el
resultado de los datos obtenidos por el laboratorio.

La técnica que para el dosaje de la estreptomicino-re-
sistencia siguen la mayoria de los autores, consiste en li-
neas generales en: aislamiento de los bacilos, o partir
de log esputos u otros materiales, en un medio sélido
a base de huevo. Una vez que se ha obtenido -el cul-
tivo, la siembra de estos bacilos en los medios que tie
nen distintas diluciones de estreptomicina; estos tltimos
medios pueden ser liquidos como el de Proskauer y Beck,
¢l de Dubos y Davis (*) o el de Youmans (*); o sélidos
como el de Herrold (%) al que con este fin usaron Pyle y
Karlson y Needham (¢).

En este trabajo queremos dar a conocer los resulta-~
dos que hemos obtenido en el estudio de una serie de es-
putos de tuberculosos, la mayor parte de los cuales esta-
ba o habian estado en tratamiento con estreptomicina.

La técnica que hemos seguido fué la siguiente: para
el aislamiento de los bacilos usamos el medio a base de
huevos de Arena (7); al material —esputos— lo coloca-
mos en un frasco con perlas de vidrio esterilizado y lo
agitamos. Luego se agrega el doble del volumen de acido
sulfirico al 5 % y volvemos a agitar hasta obtener una
emulsion homogénea; se agregan unas gotas de tintura
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de tornasol, que sirve de indicador, y lo pasamos a un
tubo de ensayo; se deja entre 15 v 20 mnutos en la estu-
fa a 37° C. y se neutraliza con hidroxido de sodio al 20 %.
De cada material sembramos 5 tubos con medio de cultive
v se lleva a 37° C.

Una vez que se obtiene desarrollo, cosa que sucede
entre los 10 y 40 dias, colecamos una cantidad del cultivo
en un frasquito con perlas de vidrio, se agita y se le afia-
de una cantidad de agua destilada estéril, hasta conse-
guir una emulsién homogénea aproximadamente a 1 mgr.
de bacilos —peso humedo— por cc.

Sembramos (4,1 cc. de esta emulsidn
de los medios de cultivo que contenian las distintas dilu-
ciones de estreptomicina.

Los medios que empleamos con este fin fueron el de

Youmans liguido y otro s6lido, el de Herrold.

Karlsen y Needham, que usaron el medio sélido, dicen
que tiene la ventaja de su mayor sencillez v que ademés
se ve mejor la diferencia de crecimiento.

Estos autores hicieron un estudio comparative entre
el medio liquido de Proskauver y Bek y el sélido de Herrold;
estudiaron 245 cultivos de los cuales 10 no desarrollaron
en el medio liquido y lo hicieron bien en el sélido: 1 des-
arrollé en el liquide y no lo hizo en el s6lido. En ning(n
caso un cultivo sensible a la estreptomicina en un medio
fué resistente a la misma, en el otro. En 6 cultivos prove-
nientes de enfermos que no recibieron droga, se observa-
ron colonias aisladas en los tubos de medios sélidos, que
contenian de 10 a 50 mecgms. de estreptomicina, mientras
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que los tubos controles presentaban cuitivos abundantes.
Tres de estas colonias no desarrollaron en los medios con
estreptomicina cuando volvieron a ser testadas en el mis-
mo medio, pero las otras tres mantuvieron su resistencia.

Ademéas dosaron 9 cepas sengibles y 17 resistentes
que estuvieron guardadas en la heladera durante 16 meses.
Sélo una cepa resistente crecié en el medio liquido, mien-
tras que 3 sensibles y 7 resistentes, lo hicieron en el sélido.

Nosotros estudiamos 100 cepas sembrando al mismo
tiempo en los medios de Youmans y de Herrold. Las di-
luciones de estreptomicina fueron de 10, 100 y 1.000
megrms. por cc., ademés de los tubos de control que no
llevaban droga.
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Todas las cepas desarrollaron tanto en el medio s6-
lido como en el liquido.

Sé6lo en 4 casos se observé discordancia, en 2 de estos
se vié que mientras en los tubos con medio liguido sdlo
los controles mostraban desarrollo bacilar, en los medios
s6lidos con 10 mcgms. de droga habia un cultivo aunque
no llegaba a ser tan abundante como el que se observaba
en los tubos controles del mismo medio. En un caso suce-
di6 lo inverso, o sea que en los tubos de medio liquido
que contenian 10 mecgrms. de droga se observd desarro-
o, mientras que los tubos correspondientes de medio
solido permanecian estériles. En otro caso se observé
que mientras en el medio liquido habia desarrollo en pre-
sencia de 100 megrms. en el sélido sblo se observaba en
presencia de 10 mecgrms.

La concordancia de los resultados obtenidos en los
medios liquidos y s6lidos es muy grande. Ademas se ob-
serva generalmente el hecho de que, cuando el cultivo que
se obtiene en uno de los medios, sea liquido o sélido, con
una cantidad dada de droga, es menor que en el control,
en el otro medio se obtiene un resu i

Queremos hacer notar que nosotros consideramos el
grado de resistencia de acuerdo al tubo con mayor can-
tidad de droga en el cual el desarrollo obtenido es seme-
jante al de los controles. Cuando en un caso vemos que por
ejemplo hay desarrollo semejante al control en los tubos
que contienen 10 megms. de droga v que en los que con-
tienen 100 megms. se ven algunas escasas colonias —si es
s6lido— o un nequefio sedimento y ligera turbidez al agi-
tar si es liguido decimos que es resistente a 10 megms.

Consideramos que la eficacia de los medios de culti-
vo que hemos empleados es semejante, y también, de acuer-
do con Karlson y Needham, que la lectura de los resulta-
dos es mas simple en los medios solidos. En lo referente a
la sencillez de un medio con respecto a otro, creemos que
los dos que empleamos son lo bastante sencillos para que
puedan hacerse en cualquier laboratorio dedicado al estu-
dio de la tuberculosis.

El inconveniente que encontramos en estas investi-
gaciones se refiere, como lo hicimos notar, al tiempo rela-
tivamente prolongado que es necesario para dar un resul-

tado ¥ que en muy pocos cagos puede ser menor de 25 dias.
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Pensamos que tal vez podria subsanarse este inconve-
niente sembrando el material a estudiar —previo trata-
miento con Aacido sulfirico al 5 % y neutralizacién con
soda al 20 % — en el medio de Herrold con las distintas
diluciones de estreptomicina, ademéas de los tubos contro-
lles, como lo hizo Pyle aunque éste usaba placas de Petri
en vez de tubos.

La principal objecién que hacen Karlson y Needham
a este procedimiento, eg que debe haber una uniforme dis-
tribucién de los bacilos tuberculosos en las muestras, de
modo que cada tubo sea inoculado con aproximadamente
el mismo nimero de bacterias. Los casos que contienen
pocos bacilos, hecho que sucede con frecuencia en los en-
fermos bajo tratamiento, no permiten el test directo.

Otre inconveniente con que nos encontramos, es la
facilidad con que se contaminan los tubos con medio de
Herrold, hecho que creemos debido a la falta de un bac-
teriostatico en la composicién de este medio, pues vimos
que sembrando los mismos esputos, en el medio de Arena,
que lleva verde malaquita, sélo se nos infecté el 4 % de
los cultivos mientras que en el de Herrold la infeccién
llegabab al 20 %.

Estudiamos en esta forma 60 esputos, que después
fueron testados a partir de los cultivos puros de los tubos
controles, en los medios de Youmans o de Herrold o en
ambos a la vez.

En 46 casos los resultados obtenidos fueron idénticos
usando ambos métodos. En 11 se observé diferencias en el
grado de la resistencia, pues mientras con un método s6lo
obteniamos desarrollo en presencia de 10 megms. por ejern-
plo, con el otro se observaba en presencia de 100 megms.
De estos 11 casos 7 desarrollaron en presencia de canti-
dades mayores de droga en los casos de cultivo directo,
mientras que los 4 restantes lo hicieron a partir de los
bacilos aislados previamente. En solo 3 materiales, 1 pro-
veniente de un enfermo que no habia estado sometido a
la estreptomicinoterapia, observamos que mientras el cul-
tivo directo en el medio de Herrold desarrollaba en pre-
sencia de 10 megms. del antibidtico al ser vueltos a testar
a partir del cultivo puro de los tubos controles, sélo cre-
cieron en los tubos que no tenian droga. En estos tres ca-
s0s la discordancia tiene importancia, pues se puede con-
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siderar como resistentes a cepas que en realidad no lo son.

También queremos hacer notar que el medio de He-
rrold es menos sensible que el de Arena y asi vimos casos
en los cuales s6lo se observé desarrollo en este Gltimo me-
dio. Nunca sucedid lo inverso.

Observamos algunos casos en los cuales s6lo se obtu-
vo un desarrollo constituido por escasas colonias aisiadas
y 86lo en uno de los tubos de la serie que sembrabamos. Es-
tas colonias cuando fueron vueltas a testar daban resul-
tados que muchas veces eran discordantes con los obteni-
dos en el cultivo original.

Asi en dos casos vimos desarrollo fnicamente en lo
tubos controles y sin embargo al dosar estas colonias en
los tubos con medio de Youmans y de Herrold obtuvimos
desarrollo en presencia de 1.000 mcgrms. de droga, lo que
confirma lo dicho por Karlson y Needham respecto a la
ineficacia del test directo en los casos de esputos con
pocos bacilos.

La ventaja de este método consiste en la mayor rapi-
dez con que podemos obtener los resultados y asi hemos
visto que en 20 casos (83 %) el resultado se conseguia
antes de los 15 dias y en los restantes antes del mes. Ob-
servando los cultivos se ve que en algunos casos el des-
arrollo aparece antes en los tubos controles que en los
que tienen droga, pero la diferencia en el tiempo de apa-
ricién de las colonias es raro que pase de los 5 dias.

W

RESUMEN

Se dosé la sengibilidad a la estreptomicina de los ba-
cilos aislados de 100 esputos provenientes en su mayoria
de enfermos sometidos a la estreptomicinoterapia, usando
comparativamente el medio liquido de Youmans y el sélido
de Herrold obteniendo con ambos resultados semejantes.

Se sembraron 60 esputos en el medio de Herrold con
distintas concentraciones de estreptomicina ademés de los
tubos controles. Los resultados obtenidos en la mayoria
de los casos concordaron con los que se obtuvieron al dosar
los bacilos aislados en los tubos controles de los mismos
materiales. Creemos que este procedimiento puede ser efi-
caz, sobretodo por su mayor rapidez y siempre que se em-
pleen materiales muy baciliferos.
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