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 CORRESPONDENCIA

Jesús Rojas Jaimes 

Identificación de micobacterias en 
medio sólido mediante microscopía 
de fase invertida y tinción Ziehl-Neelsen

 La tuberculosis  es una enfermedad con una alta prevalencia, morbilidad y mortalidad, 

además de su facilidad de propagación. En el siguiente trabajo se estudia la importancia de una 

correcta identificación  del agente etiológico, por medio de la microscopía de fase invertida, el 

medio sólido 7H11 y  las coloraciones de Ziehl-Neelsen. Plantea la necesidad de continuar en 

esta línea de investigación para llegar a la identificación de biomoléculas involucradas tanto  

en la agregación celuar como en la virulencia de cada micobacteria.
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 RESUMEN

 Con el objetivo de identificar diferencias 

morfológicas en colonias de diferentes especies de 

micobacterias mediante microscopía de fase 

invertida, se sembraron en medio sólido 7H11, nueve 

especies de micobacterias patógenas de alta 

prevalencia y se observaron hasta por 21 días. 

Adicionalmente se realizaron coloraciones Ziehl-

Neelsen (ZN) para cada una de ellas. 

 No se identificó variaciones morfológicas 

entre las especies cultivadas, sin embargo, se observó 

que todas fueron capaces de formar cordones en su 

etapa temprana de crecimiento, siendo corroborado 

por coloración ZN en Mycobacterium tuberculosis. 

Asimismo, se determinó ciertas características 

microbiológicas  como t iempo mínimo y  la 

temperatura de crecimiento, y características 

bacilares basadas en la tinción ZN para cada especie 

estudiada. Estos hallazgos son importantes para la 

identificación del agente etiológico y podrían servir 

de base para estudios posteriores sobre la 

identificación de las biomoléculas involucradas en la 

agregación celular de cada micobacteria.

Palabras claves: Tuberculosis; Mycobacterium 

tuberculosis; Micobacterias; Medios de cultivo (fuente: 

DeCS BIREME).

 INTRODUCCIÓN

 La tuberculosis (TB) es una de las enferme-
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dades ampliamente distribuidas y más devastadoras 

en todo el mundo debido a su alta prevalencia, 

morbilidad y mortalidad, además de su facilidad de 

propagación (1).

 Métodos moleculares disponibles en el 

mercado para la identificación del agente etiológico 

de la TB representan una herramienta útil y 

prometedora, pero son caros y no cubren la variedad 

de micobacterias que pueden ser identificadas con 

buena fiabilidad en los laboratorios clínicos (2).

 La tipificación del agente etiológico es 

importante debido a que las infecciones producidas 

por diferentes especies de micobacterias pueden 

requerir un tratamiento diferente (3). Algunas de las 

técnicas de identificación son demasiado

MENSAJES CLA

El estudio

Diseño y población

 Se realizó una investigación descriptiva 

microbiológica basado en la diferenciación colonial y 

celular de diferentes especies de micobacterias 

patógenas. Las especies de micobacterias fueron 

obtenidas del Instituto de Medicina Tropical de la 

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 (Cepa H37Rv ATCC).

 Las especies utilizadas estuvieron preservadas 

en medio Indicador de Crecimiento de Micobacteria 

en Tubo (MIGT). Se extrajo una alícuota del medio 

MIGT para cada especie y se ajustó en un tubo estéril a 

escala 5 de McFarland. Posteriormente se realizó una 

dilución 1/10 para ser sembradas en placas en medio 

sólido 7H11.

Preparación de medio sólido 7h11 y siembra

 E l  m e d i o  7 H 1 1  f u e  p r e p a r a d o  s e g ú n 

indicaciones del proveedor, se adicionó 100 ml de una 

mezcla de ácido oleico, albúmina, dextrosa y catalasa 

(OADC), mezclando por cinco minutos (16). Se añadió 

25 ml de ácido paranitrobenzoico (PNB) y se repitió la 

mezcla por cinco minutos. Se dispensó cuatro ml 

aproximadamente hasta llenar la placa de 90 x 15 mm 

y finalmente se dejó gelificar sin exposición a la luz, 

empaquetando las placas en papel Kraft hasta su uso. 

Se realizó el control de esterilidad a 37 °C por 24 horas 

y luego se guardó en refrigeración entre cuatro a ocho 

°C. Las placas fueron utilizadas hasta un máximo de 30 

días pospreparación.

 Se extrajo 200 μl de la dilución 1/10, con una 

pipeta de un ml y se colocó en cinco puntos 

equidistantes en la placa de 7H11, se homogenizó 

manualmente moviendo la placa en círculos 

concéntricos para que la siembra se extienda. Cada 

especie de micobacteria fue sembrada en tres placas 

para disponer de dos repeticiones por especie.

Lectura e interpretación

 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 III 2

de la Universidad Peruana Cayetano Heredia. La 

lectura se realizó cada día excepto los sábados y 

domingos por un máximo de 21 días, usando un 

microscopio de fase invertida con aumento total de 

100X. Al identificar el crecimiento microscópico se 

procedió a la toma fotográfica en cada muestra 

identificada y se realizó el seguimiento microscópico 

diario hasta que las colonias presenten una forma 

ovoide. Se evaluó la forma típica de cada colonia y la 

formación de cordones en cada especie de 

micobacteria estudiada.
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Tinción Ziehl Neelsen (ZN)

 Del tubo 5 de Mc Farland se colocó una 

alícuota de 50 μl, se extendió en una lámina 

portaobjeto limpia. Luego de su secado, se agregó 

gotas de fucsina fenicada hasta cubrir las muestras, se 

realizó el calentamiento de la muestra por cinco 

minutos y se decoloró con alcohol ácido, se adicionó 

el colorante de contraste azul de metileno por un 

minuto, luego se lavó y seco para ser leída con un 

a u m e n t o  d e  1 0 0 0 X .  P a r a  c a d a  e s p e c i e  d e 

micobacteria el procedimiento de tinción se realizó 

por triplicado. Se evaluó la presencia de bacterias 

alcohol ácido resistente, así como la formación de 

cordones (agregación multicelular con disposición de 

cordones) y formación de cadenas (agregación 

unicelular en continuidad).

 RESULTADOS

 La primera identificación microscópica de las 

colonias de micobacterias se realizó entre el primer y 

decimocuarto día (Tabla 1). Todas las micobacterias 

cultivadas en el medio sólido 7H11 presentaron el 

mismo patrón de crecimiento colonial con presencia 

de cordones claramente visibles, no se encontró 

diferencias morfológicas entre las diferentes 

especies de micobacterias estudiadas (Figuras 1 y 2).

 Respecto a la identificación celular de las 

micobacterias por ZN, se encontraron patrones 

unicelulares, cadenas y cordones (Figuras 3, 4 y 5).

 Todas las especies fueron cultivadas y teñidas 

por ZN con dos repeticiones, mostrando el mismo 

patrón microbiológico para cada especie.

 Tabla 1. Características microbiológicas de las 

micobacterias en medio 7H11 a nivel microscópico 

 Figura 1. Microfotografía a los 14 días de 

crecimiento de M. tuberculosis, 100X. La misma 

formación colonial se observó en todas especies de 

micobacterias estudiadas,  así  como en sus 

repeticiones de los cultivos correspondientes.
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 DISCUSIÓN

 Se ha realizado una investigación bacterio-

lógica en diferentes especies de micobacterias 

patógenas encontradas frecuentemente en el 

aislamiento de muestras clínicas (17,18). En las nueve 

especies de micobacterias estudiadas no hallamos 

diferencias significativas respecto a la morfología de 

las colonias en medio sólido 7H11 por microscopía de 

fase invertida, a pesar de que estudios previos hacen 

presumir la diferenciación colonial microscópica de 

diferentes especies, fundamentada en las moléculas 

lipídicas, proteicas y azúcares (9,11-13).

 Figura 2. Microfotografía a los 14 días de 

c r e c i m i e n t o ,  s e  o b s e r v a n  c o r d o n e s  d e  M . 

tuberculosis, 100X. Los cordones se pudieron 

observar en todas las micobacterias en estudio 

(flecha roja) 

 Sin embargo, pudimos encontrar diferencias 

respecto al tiempo mínimo para la detección 

microscópica, este varió entre un día y 14 días siendo 

un resultado importante para la determinación 

temprana de una micobacteria. Un hallazgo de suma 

importancia fue la formación de cordones, a nivel 
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microscópico, en todas las especies evaluadas en 

medio 7H11, a pesar que la literatura limita la 

c a r a c t e r í s t i c a  d e  f o r m a c i ó n  d e  c o r d o n e s 

principalmente a M. tuberculosis. Asimismo, en esta 

especie también se identificó cordones en muestras 

teñidas con coloración ZN, siendo la única con esta 

característica, tanto en el medio líquido MIGT como 

en el medio sólido 7H11.

 Figura 3. Lectura Ziehl Neelsen de M. marinum, 

se observan bacilos unicelulares a 1000X 

 Las tendencias a la agrupación celular se 

observaron en diferentes grados en las muestras 

teñidas con el método de ZN para cada especie de 

micobacteria, por ejemplo, Mycobacterium chelonae, 

Mycobacterium marinum, Mycobacterium terrae y 

Mycobacterium neoaurum mostraron un patrón de 

bacilos no agrupados; en Mycobacterium avium 

formaban diplobacilos; en Mycobacterium fortuitum y 

Mycobacterium smegmatis formaban cadenas cortas 

y en Mycobacterium gordonae se observó cadenas 

largas. En M. tuberculosis se observó la formación de 

cordones con el mayor patrón de agrupación, esto 

podría relacionarse con la virulencia de la bacteria 

según lo mencionado en estudios previos (14,18).

 Figura 4. Lectura Ziehl Neelsen de M. 

gordonae, se observan cadenas a 1000X 

 Figura 5. Lectura Ziehl Neelsen de M. 

tuberculosis, se observan cordones a 1000X 

 Las diferentes especies de micobacterias 

estudiadas son capaces de formar cordones en 

etapas tempranas en el medio 7H11, tal como se 

observan en las figuras. La formación de cordones fue 

reportada por primera vez por Robert Koch y fue 
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atribuida a una relación entre la virulencia y el 

fenotipo de M. tuberculosis (18), posterior a esto, 

otros estudios reportaron la formación de cordones 

por otras especies de micobacterias (19).

 La relevancia clínica de estos hallazgos radica 

en que varias técnicas de diagnóstico como el MODS 

se basan en la identificación microscópica de los 

cordones en M. tuberculosis (16), esto podría conducir 

a una mala identificación de otras especies de 

micobacterias, que también presentan cordones en 

medio sólido, ocasionando un mal diagnóstico. 

Incluso se podría 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, sería importante 

tomar en cuenta al medio sólido 7H11 para el 

aislamiento e identificación de resistencia a drogas 

debido a la mejor bioseguridad y al corto tiempo de 

crecimiento de las micobacterias, comparado con el 

MODS o el medio de Löwenstein-Jensen.

 Las limitaciones del presente estudio fueron: 

no realizar microscopía electrónica para observar la 

ultraestructura de agregación a nivel celular de las 

micobacterias; no incluir al M. tuberculosis resistente 

para observar sus características morfológicas a nivel 

microscópico, y no identificar los componentes 

moleculares de las especies que están relacionadas 

con la estructura colonial. A pesar de las limitaciones 

el presente trabajo es innovador y resalta los 

hallazgos de la identificación de cordones en todas las 

micobacterias estudiadas, pudiéndose observar la 

agregación y la formación de cordones, incluso desde 

etapas muy tempranas, como se comprobó en la 

tinción ZN de M. tuberculosis. Estos hallazgos son de 

suma importancia para el correcto diagnóstico del 
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agente etiológico, así como el uso de la microscopía 

de fase invertida y el medio sólido 7H11.

 Se concluye, que todas las especies de 

micobacterias estudiadas fueron capaces de formar 

cordones en fase temprana, en medio 7H11, usando 

microscopía de fase invertida. Utilizando la coloración 

ZN se encontraron patrones diferenciales en la 

agregación celular en la mayoría de las especies, 

siendo estos hallazgos de suma importancia para la 

identificación del agente etiológico. Estos hallazgos 

podrían servir de base para estudios posteriores 

sobre la identif icación de las biomoléculas 

involucradas en la agregación celular, relacionada con 

la virulencia de cada micobacteria.
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