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Identificacion de micobacterias en
medio sdélido mediante microscopia
de fase invertida y tincion Ziehl-Neelsen

.

>>> Latuberculosis es una enfermedad con una alta prevalencia, morbilidad y mortalidad,
ademas de su facilidad de propagacién. En el siguiente trabajo se estudia laimportancia de una
correctaidentificacion del agente etiolégico, por medio de la microscopia de fase invertida, el
medio sdélido 7H11y las coloraciones de Ziehl-Neelsen. Plantea la necesidad de continuar en
esta linea de investigacion para llegar a la identificacion de biomoléculas involucradas tanto

enlaagregacion celuar como enlavirulencia de cadamicobacteria.
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> >> RESUMEN

Con el objetivo de identificar diferencias
morfoldgicas en colonias de diferentes especies de
micobacterias mediante microscopia de fase
invertida, se sembraron en medio sdélido 7H11, nueve
especies de micobacterias patdgenas de alta
prevalencia y se observaron hasta por 21 dias.
Adicionalmente se realizaron coloraciones Ziehl-
Neelsen (ZN)paracadaunadeellas.

No se identificéd variaciones morfolégicas
entrelas especies cultivadas, sinembargo, se observé
que todas fueron capaces de formar cordones en su

etapa temprana de crecimiento, siendo corroborado
por coloracion ZN en Mycobacterium tuberculosis.
Asimismo, se determind ciertas caracteristicas
microbiolégicas como tiempo minimo y la
temperatura de crecimiento, y caracteristicas
bacilares basadas en la tincion ZN para cada especie
estudiada. Estos hallazgos son importantes para la
identificacion del agente etioldgico y podrian servir
de base para estudios posteriores sobre la
identificacion de las biomoléculas involucradas en la
agregacion celular de cadamicobacteria.

Palabras claves: Tuberculosis; Mycobacterium
tuberculosis; Micobacterias; Medios de cultivo (fuente:
DeCS BIREME).

>>> INTRODUCCION

La tuberculosis (TB) es una de las enferme-
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dades ampliamente distribuidas y mas devastadoras
en todo el mundo debido a su alta prevalencia,
morbilidad y mortalidad, ademads de su facilidad de
propagacion (1).

Métodos moleculares disponibles en el
mercado para la identificacién del agente etioldgico
de la TB representan una herramienta util y
prometedora, pero son caros y no cubren la variedad
de micobacterias que pueden ser identificadas con
buenafiabilidad enloslaboratorios clinicos (2).

La tipificacion del agente etioldgico es
importante debido a que las infecciones producidas
por diferentes especies de micobacterias pueden
requerir un tratamiento diferente (3). Algunas de las
técnicas deidentificacién son demasiado

Elestudio
Disefioy poblacion

Se realizé una investigacion descriptiva
microbioldgica basado en la diferenciacién colonial y
celular de diferentes especies de micobacterias
patégenas. Las especies de micobacterias fueron
obtenidas del Instituto de Medicina Tropical de Ia
Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH) y del
College of American Pathologists (CAP). Se utilizaron
las siguientes especies: Mycobacterium gordonae
(CAP), mycobacterium avium (secuenciamiento),
Mycobacterium marinum (UPCH), Mycobacterium
smegmatis (UPCH), Mycobacterium fortuitum (CAP),
Mycobacterium chelonae (CAP), Mycobacterium
terrea (UPCH), mycobacterium neonarum (CAP) y M.
tuberculosis (CepaH37Rv ATCC).

Las especies utilizadas estuvieron preservadas
en medio Indicador de Crecimiento de Micobacteria
en Tubo (MIGT). Se extrajo una alicuota del medio
MIGT para cada especiey se ajustd enuntubo estérila
escala 5 de McFarland. Posteriormente se realizd una
dilucién 1/10 para ser sembradas en placas en medio
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sélido 7H11.
Preparacion de medio sélido 7h11y siembra

El medio 7H11 fue preparado segin
indicaciones del proveedor, se adicion6 100 ml de una
mezcla de acido oleico, albimina, dextrosa y catalasa
(OADC), mezclando por cinco minutos (16). Se afiadidé
25 ml de 4cido paranitrobenzoico (PNB)y serepitié la
mezcla por cinco minutos. Se dispensd cuatro ml
aproximadamente hasta llenar la placa de 90 x 15 mm
y finalmente se dejd gelificar sin exposicion a la luz,
empaquetando las placas en papel Kraft hasta su uso.
Serealizd el control de esterilidad a 37°C por 24 horas
yluego se guardd enrefrigeracidon entre cuatroaocho
°C. Las placas fueron utilizadas hasta un maximo de 30
dias pospreparacion.

Se extrajo 200 pl de la dilucién 1/10, con una
pipeta de un ml y se colocd en cinco puntos
equidistantes en la placa de 7H11, se homogenizé
manualmente moviendo la placa en circulos
concéntricos para que la siembra se extienda. Cada
especie de micobacteria fue sembrada en tres placas
paradisponer de dosrepeticiones porespecie.

Lecturaeinterpretacion

Las placas sembradas de medio 7H11 se
expusieron entre 32 °C y 37 °C, dependiendo de la
especie de micobacteria utilizada. Fueron colocadas
en una incubadora sin CO, en un laboratorio nivel |1l
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. La
lectura se realizd cada dia excepto los sabados y
domingos por un maximo de 21 dias, usando un
microscopio de fase invertida con aumento total de
100X. Al identificar el crecimiento microscdpico se
procedié a la toma fotografica en cada muestra
identificada y se realizé el seguimiento microscdpico
diario hasta que las colonias presenten una forma
ovoide. Se evalud la forma tipica de cada coloniay la
formaciéon de cordones en cada especie de
micobacteria estudiada.
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Tincién Ziehl Neelsen (ZN)

Del tubo 5 de Mc Farland se colocé una
alicuota de 50 pl, se extendid en una lamina
portaobjeto limpia. Luego de su secado, se agregd
gotas de fucsina fenicada hasta cubrirlas muestras, se
realizé el calentamiento de la muestra por cinco
minutos y se decoloré con alcohol acido, se adicioné
el colorante de contraste azul de metileno por un
minuto, luego se lavd y seco para ser leida con un
aumento de 1000X. Para cada especie de
micobacteria el procedimiento de tincién se realizé
por triplicado. Se evalud la presencia de bacterias
alcohol acido resistente, asi como la formaciéon de
cordones (agregacion multicelular con disposicién de
cordones) y formacién de cadenas (agregacion
unicelular en continuidad).

MENSAJES CLAVE

Motivacion para realizar el estudio. La identificacion de las especies
de micobacterias es costosa, compleja por el nivel de laboratorios
requeridos y tarda tiempo.

Principales hallazgos. Las micobacterias en el estudio formaron
cordones en medio solidos. La coloracion Ziehl Neelsen (ZN) mostro
diferentes patrones de agregacion celular desde los unicelulares,
cadenas y cordones en diferentes micobacterias.

Implicancias. Se debe de tener en cuenta el cuidado en la
caracterizacion de las micobacterias basada solo en la formacién de
cordones, debiendo complementarse con la coloracion ZN. El medio
solido 7H11 es de mucha utilidad en la deteccion temprana del bacilo
mediante microscopia.

RESULTADOS

La primera identificaciéon microscdpica de las
colonias de micobacterias se realizé entre el primery
decimocuarto dia (Tabla 1). Todas las micobacterias
cultivadas en el medio sdlido 7H11 presentaron el
mismo patrdn de crecimiento colonial con presencia
de cordones claramente visibles, no se encontrd
diferencias morfoldgicas entre las diferentes
especies de micobacterias estudiadas (Figuras 1y 2).

Respecto a la identificacion celular de las
micobacterias por ZN, se encontraron patrones
unicelulares, cadenasy cordones (Figuras 3,4y 5).

Todas las especies fueron cultivadas y tefidas
por ZN con dos repeticiones, mostrando el mismo
patrén microbioldgico para cada especie.

Tabla 1. Caracteristicas microbioldgicas de las
micobacterias en medio 7H11anivel microscdpico

Tiempo minimo ~ Temperatura de Caracteristicas

Es_pelcie de_ paraladeteccion  crecimiento macroscopicas de la Caracteristicas de lectura
a i Opil (Grados colgnia Ziehl-Neelsen
(dias) Celsius - °C)
M. fortuitum 3 37 . Marfil, bordgs Formacion de
imegulares y lisa cadenas cortas
M. chelonae 3 2 lBIanca, bordgs Bacilos unicelulares y/o
imegulares y lisa cadenas cortas
) SRS 9 3 lCrema, bordfes Formacion de
iregulares y lisa cadenas cortas
. No detectado hasta Bacilos unicelulares
M. marinum 1 32 .
los 21 dias cortos
M. gordonae 1 37 No detectado hasta Formacion de
-9 los 21 dias. cadenas largas
M. terrae 1 37 No deteciadlo hasta BaC|Ios~un|ceIulares
los 21 dias. pequefios y cortos
M. necaurum 1 37 Amarilla, borfies Bacilos unicelulares cortos y
regulares y lisa gruesos
M. avium 3 37 . Marfl, bordgs Diplobacilos
iregulares y lisa
M. tuberculosis 14 37 vBIanca, bordles Formacién de
irregulares y lisa cordones

Figura 1. Microfotografia a los 14 dias de
crecimiento de M. tuberculosis, 100X. La misma
formacién colonial se observé en todas especies de
micobacterias estudiadas, asi como en sus
repeticiones delos cultivos correspondientes.



>>> DISCUSION

Se ha realizado una investigacion bacterio- e R & 0
[6gica en diferentes especies de micobacterias s ¥ = ;inf %ﬁ;: A
patégenas encontradas frecuentemente en el T e MR e
aislamiento de muestras clinicas (17,18). En las nueve :’ e 2

especies de micobacterias estudiadas no hallamos
diferencias significativas respecto a la morfologia de .
las colonias en medio sdlido 7H11 por microscopia de
fase invertida, a pesar de que estudios previos hacen
presumir la diferenciacion colonial microscdpica de
diferentes especies, fundamentada en las moléculas
lipidicas, proteicasy azucares (9,11-13).

Sin embargo, pudimos encontrar diferencias

>> Figura 2. Microfotografia a los 14 dias de respecto al tiempo minimo para la deteccién
crecimiento, se observan cordones de M. microscopica, este varid entre un dia y 14 dias siendo
tuberculosis, 100X. Los cordones se pudieron  un resultado importante para la determinacién
observar en todas las micobacterias en estudio  temprana de una micobacteria. Un hallazgo de suma
(flecharoja) importancia fue la formacion de cordones, a nivel
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microscopico, en todas las especies evaluadas en
medio 7H11, a pesar que la literatura limita Ia
caracteristica de formacién de cordones
principalmente a M. tuberculosis. Asimismo, en esta
especie también se identificé cordones en muestras
tenidas con coloracidén ZN, siendo la Unica con esta
caracteristica, tanto en el medio liquido MIGT como
en elmedio sélido 7H11.

Figura 3. Lectura Ziehl Neelsen de M. marinum,
se observanbacilos unicelularesa1000X

Las tendencias a la agrupacion celular se
observaron en diferentes grados en las muestras
tefiidas con el método de ZN para cada especie de
micobacteria, por ejemplo, Mycobacterium chelonae,
Mycobacterium marinum, Mycobacterium terrae y
Mycobacterium neoaurum mostraron un patréon de
bacilos no agrupados; en Mycobacterium avium
formaban diplobacilos; en Mycobacterium fortuitumy
Mycobacterium smegmatis formaban cadenas cortas
y en Mycobacterium gordonae se observé cadenas
largas. En M. tuberculosis se observé la formacion de
cordones con el mayor patrén de agrupacidn, esto
podria relacionarse con la virulencia de la bacteria
segunlomencionado en estudios previos (14,18).

Figura 4. Lectura Ziehl Neelsen de M.

gordonae, se observan cadenasa1000X

Figura 5. Lectura Ziehl Neelsen de M.
tuberculosis, se observan cordones a1000X

Las diferentes especies de micobacterias
estudiadas son capaces de formar cordones en
etapas tempranas en el medio 7H11, tal como se
observan enlasfiguras. La formacién de cordones fue
reportada por primera vez por Robert Koch y fue



atribuida a una relacidn entre la virulencia y el
fenotipo de M. tuberculosis (18), posterior a esto,
otros estudios reportaron la formacién de cordones
por otras especies de micobacterias (19).

La relevancia clinica de estos hallazgos radica
en que varias técnicas de diagndstico como el MODS
se basan en la identificacidn microscdpica de los
cordones en M. tuberculosis (16), esto podria conducir
a una mala identificacion de otras especies de
micobacterias, que también presentan cordones en
medio sdélido, ocasionando un mal diagndstico.
Incluso se podria reportar una M. tuberculosis
resistente a las drogas cuando en realidad es otra
micobacteria con resistencia natural a ciertas drogas
antituberculosas, siendo necesario otro esquema
terapéutico (34). Adicionalmente, seria importante
tomar en cuenta al medio sdélido 7H11 para el
aislamiento e identificacién de resistencia a drogas

debido a la mejor bioseguridad y al corto tiempo de
crecimiento de las micobacterias, comparado con el
MODS o elmedio de Léwenstein-Jensen.

Las limitaciones del presente estudio fueron:
no realizar microscopia electrdnica para observar la
ultraestructura de agregacion a nivel celular de las
micobacterias; no incluir al M. tuberculosis resistente
para observar sus caracteristicas morfoldgicas a nivel
microscdpico, y no identificar los componentes
moleculares de las especies que estan relacionadas
con la estructura colonial. A pesar de las limitaciones
el presente trabajo es innovador y resalta los
hallazgos de laidentificacion de cordones entodas las
micobacterias estudiadas, pudiéndose observar la
agregaciony laformacién de cordones, incluso desde
etapas muy tempranas, como se comprobd en la
tincion ZN de M. tuberculosis. Estos hallazgos son de
suma importancia para el correcto diagndstico del
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agente etioldgico, asi como el uso de la microscopia
defaseinvertidayelmedio sélido 7H11.

Se concluye, que todas las especies de
micobacterias estudiadas fueron capaces de formar
cordones en fase temprana, en medio 7H11, usando
microscopia de faseinvertida. Utilizandola coloracién
ZN se encontraron patrones diferenciales en la
agregacion celular en la mayoria de las especies,
siendo estos hallazgos de suma importancia para la
identificacion del agente etioldgico. Estos hallazgos
podrian servir de base para estudios posteriores
sobre la identificacion de las biomoléculas
involucradas enlaagregacion celular, relacionada con
lavirulencia de cadamicobacteria.
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