
MSc. Nadia Barreda Ponce

Evaluación de la Suplementación de en 

Filtrados de cultivo en medios líquidos 

muestras de 

esputo de pacientes con TB con cultivo 

negativo en Lima Perú.

Mayo 2025



Introducción

Tuberculosis →Mycobacterium tuberculosis
(Importante en salud publica)

OMS  →muerte de 1.25 millones de personas 

              alrededor del mundo (2023)

           

→alta tasa de incidencia y morbilidad

             de 89.1 y 96.9 por 100 000 habitantes

          →adultos y adultos mayores (90%)

          → Ucayali, Madre de Dios, Loreto, Ica, Lima, Callao. 

http://www.tuberculosis.minsa.gob.pe/DashboardDPCTB/SalaSitua

cionalList.aspx

http://www.tuberculosis.minsa.gob.pe/DashboardDPCTB/SalaSituacionalList.aspx
http://www.tuberculosis.minsa.gob.pe/DashboardDPCTB/SalaSituacionalList.aspx


Problemática

Mtb → patógeno intracelular exitoso para sobrevivir en medio 
de diversas tensiones (hipoxia, especies reactivas de oxígeno y 
nitrógeno (ROS y RNS) y la falta de nutrientes que prevalece en 
el huésped infectado).

Mtb puede establecer un estado de dormancia no replicante y 
persistir en los tejidos del huésped durante períodos 
prolongados sin causar enfermedad sintomática.



Problemática

Se ha detectado la presencia de una variedad de fenotipos de MTB 

coexistiendo en una muestra de paciente que determinan la 

eficiencia del régimen estándar de antibióticos 

Mientras que los bacilos que se replican activamente son eliminados 
rápida y efectivamente mientras que la forma de dormancia de Mtb rara 
vez es eliminada por el régimen antibiótico actual. La presencia de estos 
bacilos que son resistentes a la eliminación por antibióticos es una de las 
razones de la duración prolongada (mínimo de 6 meses) del tratamiento 
actual.

Necesitamos métodos que nos permitan detectar las 
poblaciones micobacterianas en estado de dormancia.

El método de diagnóstico común solo detectan 
poblaciones micobacterianas replicantes.



Problemática

Los factores promotores de resucitación (FPR), un grupo de cinco 
proteínas (Rpf A–E) secretadas por Mtb virulento en replicación activa 
en los medios de cultivo, han demostrado reactivar el crecimiento de 
bacterias dormantes in vitro y en el esputo de pacientes con TB.

Estudios han identificado poblaciones bacterianas en el esputo 
que no pueden formar colonias en cultivo sólido, pero que 
pueden crecer en medios líquidos suplementados con FPR.

Su recuperación puede mejorarse con medios ricos en lípidos



Objetivos

1. Evaluar si los medios suplementados con diferentes fuentes de carbono (+/- CF) pueden

mejorar el rendimiento del cultivo estándar de MTB .

Material Biológico

126 muestras de esputos de pacientes dx con tuberculosis con cultivos negativos que tengan

resultados de baciloscopia y xpert MTB/RIF Ultra 



Metodología

Producción de Filtrado de cultivos

H37Rv OD 0.63

M0

M1

M2

M3

M4

M5

Inocular
1.5 mL a 

cada frasco
con medio

“M”

Incubar a 
37°C por 6 
dias hasta 

una OD 
entre 0.6-

0.8

1. Inoculación de cepa H37Rv en medios “M”



Metodología

Medios “M” 
con una OD 

entre 0.6-0.8

2. Obtención de filtrado de Cultivos

Trasvasar cada
medio “M” a 

un tubo falcon

Centrifugar
5000 rpm/10 

min

Obtener
sobrenadante

Producción de Filtrado de cultivos



Metodología

Producción de Filtrado de cultivos

2. Obtención de filtrado de Cultivos

Filtración del 
sobrenadante
para obtener
FILTRADO DE 

CULTIVO

Obtener
sobrenadante

por cada
medio “M”

FILTRADO DE 
CULTIVO 

M0,M1,M2,M3,
M4,M5



Metodología

Preparación de placas

7H9 + Glycerol

Modified 7H9 + Glycerol

7H9 media (Contamination control) 

Modified 7H9 + pyruvate

Modified 7H9 + coconut oil

7H9 media (Contamination control) 

Modified 7H9 + coconut oil + low glycerol

Mod 7H9 + coconut oil + low glyc + low pyr

No                       

sample

M0

M1

CC

M2

M3

CC

M4

M5

0                  10-1 10-210-2 10-1 0

No                       

sample

450 ul medios “M” 225 ul medios “M” + 
225 ul filtrado de cultivo

Sin Filtrado de cultivo |   Con Filtrado de cultivo



Metodología

Proceso de descontaminación de muestras de esputo cultivo negativo

Esputos

Agregar sol. 
descontaminante

1:1 x 20 min y 
agregar PBS hasta 

50 mL

Centrifugar 3000g 
x 20 min a 4°C

Quitar
sobrenadante

Resuspender
pellet con 1mL de 

PBS



Metodología

Inoculación de muestras en placas

Pellet

Inocular 50 ul de 
pellet en

columnas “0” de 
cada medio “M” 

Homogenizar y 
traspasar 50ul a 

las columnas “-1” 
y de ahi 50 ul a las 

columnas “-2” 

Incubar a 37°C 
por 6 semanas



Metodología

Lectura de placas y selección de cepas

Microscopio
invertido

Baciloscopia
Agar sangre

Identification test 
BD 

Siembra en 7h11 
4 semana de 
incubacion

Extracción de 
DNA

(15 muestras x 6 
horas)



Resultados

ZN-Smear[+]/Xpert[+]

126 muestras de tuberculosis pulmonar con cultivo negativo

110 (87,3%) eran ZN-smear[-] 47 (42,7%) eran Xpert MTB/RIF Ultra[-]

ZN-Smear[-]/Xpert[-]
1/47 (2,1%) de las muestras se 

recuperaron en medios 

suplementados con CF

ZN-Smear[-]/Xpert-trace

3/23 (13%) se recuperaron con medios 

no suplementados y 2/23 (8,7%) con 

medios suplementados con CF

ZN-Smear[-]/Xpert muy bajo y bajo

5/40 (12,5%) se 

recuperaron con medios no 

suplementados y 10/40 

(25%) con medios 

suplementados con CF

Se recuperaron 5/15 (31,3%) tanto con medios sin suplemento 
como con medios con suplemento de CF 

Fig. 1: Tasa de Positividad MTB 
categorizados por resultados de 
baciloscopia y Xpert MTB/RIF Ultra



Resultados

El medio suplementado con CF con la mejor 
recuperación contenía bajo contenido en 
glicerol y aceite de coco (14/126, 11,1%) 

(M4CF), seguido de 7H9 solo (12/126, 9,5%) 
(M0CF), y 7H9 modificado (11/126, 8,7%) 

(M1CF). Entre los medios no suplementados, el 
7H9 modificado más piruvato mostró la mejor 

recuperación (10/126, 7,9%) (M2) (Fig.2).

Fig. 2: Z score de medios suplementados



• El mejor medio en donde se recupera una mayor cantidad de muestras es el M4 CF que esta 

compuesto por caldo 7H9 mas caseína, glicerol, aceite de coco y tween 

• Las muestras con resultados de xpert RIF/ULTRA bajo y muy bajo fueron las que tuvieron mayor 

recuperación en medios suplementados con Cultivos Filtrados.

Conclusiones
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