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El presente estudio describe el uso de laminillas siliconadas en tres medios bifdsicos
para el aislamiento de micobacterias: medio de Lowenstein-Jensen-Holm (solido) y medio de Sula (Ii-
quido); agar 7HI0 de Middlebrook (sélido) y medio de Sula; y medio de Lowenstein y solucién amor-
tiguadora a base de fosfatos. Se estudiaron 540 muestras de esputo de 180 pacientes empleados en el
Instituto de Seguridad y Servicios Sociales de los Trabajadores del Estado en México, DE, con signos
radioldgicos de tuberculosis pulmonar o con enfermedad confirmada. De las nuestras examinadas,
71 (13,14%) mostraron crecimiento bacilar macroscdpico en los tres medios de cultivo y los tpicos
cordones serpentinos microscopicos en las laminillas siliconadas en la segunda, tercera o cuarta se-
mang de incubacion. Las 469 muestras restantes continuaron sin mostrar crecimiento macroscopico
hasta el final del periodo de incubacion convencional, que fue de 8 semanas. Sin embargo, 77 (14,25%)
de estas muestras revelaron bajo el microscopio bacilos acidoalcoholrresistentes en cantidades varia-
bles y en diferentes formaciones. Con el microcultivo el niimero de resultados positivos aumentd de
71 (13,14%) a 148 (2740%). Las diferencias entre los resultados macroscdpicos y microscdpicos en
términos de crecimiento bacilar fueron significativas cuando se aplicé la prueba Q de Cochran.

La sensibilidad del procedimiento aqui descrito, su bajo costo y su sencillez lo colocan
al alcance de los laboratorios mds pequefios en paises en desarrollo, donde las técnicas de identifica-
cion ultramodernas, como la prueba en cadena de la polimerasa y la radiometrin automatizada, estdn

todavia muy lejos de aplicarse.

La tuberculosis es un grave problema de
salud publica que ha aumentado notable-
mente en los dltimos afios en paises indus-
trializados y en desarrollo, segtin indican las
tasas de morbilidad y mortalidad (I, 2). Lade-
teccion del bacilo tuberculoso por examen
microscopico o cultivo sigue siendo funda-
mental para el diagndstico y control de la en-
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cios Sociales de los Trabajadores del Estado, del que se ob-
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fermedad. Mediante la técnica molecular de-
nominada reaccién en cadena de la polimerasa
(RCP), se ha logrado amplificar secuencias
especificas de los dcidos nucleicos del bacilo,
aunque esté presente en cantidades muy pe-
quenas (3, 4). La radiometria automatizada
(BACTEC) también ha mostrado gran utili-
dad (5, 6). Sin embargo, estas técnicas son al-
tamente complejas y costosas o requieren
material radiactivo, y por lo tanto estin muy
lejos de ser utilizadas en las dreas rurales de
paises en desarrollo. Recientemente se ha es-
tudiado el crecimiento de microcolonias mi-
cobacterianas antes de que sean visibles ma-
croscOpicamente en medios sélidos (7).
Aunque se han descrito varias técnicas de
microcultivo en portaobjetos o laminillas (8-
10), ninguna ha sido de uso general debido al
elevado grado de contaminacién observadoy
a la tendencia de los bacilos a desprenderse de
lalaminilla, fendmeno que aumenta el riesgo
de transmisién. Por otro lado, hay una téc-
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nica de microcultivo en la que Mycobacterium
tuberculosis se adhiere fuertemente a la super-
ficie hidrofébica del silicon en el tubo de en-
sayo (11). Mediante una modificacién de esta
técnica basada en el uso de laminillas de vi-
drio tratadas con silicon se ha obtenido, a
partir de suspensiones de cultivos de M. fu-
berculosis, un crecimiento bacilar microscé-
pico cuya cantidad depende de la concentra-
cién del in6culo. Con este método se pueden
ver colonias pequefias macroscopicamente
después de 5 a 15 dias, mientras que con el
medio solido esto no sucede hasta después de
10 2 40 dias (12).

Aprovechando las ventajas précticas del
medio bifasico para hemocultivos desarro-
llado por Ruiz-Castafieda (13) y la sensibili-
dad de las técnicas de microcultivo (12) para
M. tuberculosis, ensayamos una modificacién
de ambos métodos para aislar Mycobacteriae de
muestras clinicas introduciendo una lamini-
lla siliconada en el frasco del cultivo. A fin de
lograr el medio bifdsico se mezclaron los me-
dios sélidos de Léwenstein-Jensen-Holm y
Agar 7H10 de Middlebrook (14) con el medio
liquido de Sula (15) y solucién amortiguadora
a base de fosfatos. Los objetivos del estudio
fueron desarrollar una técnica sencilla, préc-
tica, sensible y barata para el diagnéstico mi-
crobiolégico de la tuberculosis y comparar la
sensibilidad del microcultivo en laminillas si-
liconadas con el crecimiento macroscopico en
medio bifasico.

MATERIALES Y METODOS

Para preparar las laminillas segin la
técnica propuesta por Higashi et al. (12), por-
taobjetos de 26 mm X 76 mm se cortaron
longitudinalmente en tres partes con un la-
piz con punta de diamante. Se modificé la
técnica original mediante la sustitucién de las
gradillas de aluminio por un vaso de preci-
pitados de 500 mL durante todo el procedi-
miento. Las laminillas fueron desgrasadas con
mezcla crémica (4cido sulfiirico y dicromato
de potasio) durante 12 horas. Posteriormente
fueron lavadas con agua de pila a discrecién,
enjuagadas con agua destilada y secadas a
temperatura ambiente, antes de ser lavadas

con éter de petrdleo y secadas nuevamente a
la temperatura ambiental. Las laminillas fue-
ron sumergidas en una solucién al 2% (V/V)
de dimetil silicon (Watson-Philips) en tetra-
cloruro de carbono. Después de 15 min se les
dejé escurrir el solvente y se pusieron a eva-
porar a temperatura ambiente. El vaso de los
precipitados con las laminillas se horneé a
300 °C por una hora para estabilizar la peli-
cula de silicén en la laminilla.

Se envasaron 5 mL de los medios de
Lowenstein-Jensen-Holm y agar 7H10 de
Middlebrook (14) en botellas de tipo Mec-
Cartney de 60 mL y posteriormente se so-
metieron a pruebas de esterilidad.

Se estudi6 un total de 540 muestras de
esputo provenientes de 180 pacientes em-
pleados en el Instituto de Seguridad y Servi-
cios Sociales de los Trabajadores del Estado
(ISSSTE) en México, DE, con sospecha de tu-
berculosis pulmonar. La expectoracion fue
provocada por medio de un aerosol salino
emitido por un nebulizador ultrasénico (De
Vilbiss, Co.) (16). Un volumen de 5 mL de es-
puto de cada paciente fue tratado durante 20
min con un volumen igual del reactivo de
Hanks (17) mezclado con N-acetil-L-cisteina
al 0,5% (18). Después de neutralizar las
muestras con acido clorhidrico al 25%, cada
una fue centrifugada a 2800 rpm por 20 min.
Se elimiri6 el sobrenadante y el sedimento re-
sultante se suspendi6 en 5 mL del medio li-
quido de Sula o de solucién amortiguadora a
base de fosfatos a un pH de 6,8, que sirvi6 de
control. Todo el sedimento suspendido fue
transferido a las botellas y a cada cultivo se le
introdujo una laminilla siliconada esterili-
zada, obteniéndose de esa forma el sistema de
microcultivo en medio bifésico.

La distribucién de muestras clinicas en
los distintos medios de cultivo fue la si-
guiente: 194 en una mezcla de Léwenstein y
Sula; 132 en una mezcla de Middlebrook y
Sula; y 214 en una mezda de Lowenstein
y solucién amortiguadora a base de fosfatos.
Los cultivos fueron incubados a 37 °C y revi-
sados semanalmente durante 8 semanas. Tan
pronto se detectd un crecimiento macroscé-
pico minimo, las laminillas siliconadas fue-
ronretiradas del medio bifasico, colocadas en
tubos de ensayo y esterilizadas con fendl al 5%



durante 10 min o en autoclave a 121 °C. Pos-
teriormente fueron coloreadas por Ia técnica
de Kinyoun para el examen microscopico. Las
muestras que no presentaron crecimiento ba-
cilar macroscépico ni en el medio sélido ni en
la laminilla inmersa en el medio bifasico se
incubaron hasta 8 semanas, al cabo de las
cuales todas las laminillas siliconadas se es-
terilizaron y colorearon para ser observadas
al microscopio.

El analisis estadistico del estudio se
realiz6 con la prueba no paramétrica Q de
Cochran para k muestras relacionadas. Para
efectuar la prueba, se partié de la premisa de
que todas las muestras positivas por el mé-
todo tradicional serfan positivas con la nueva
técnica. La prueba estadistica fue aplicada a
cada muestra por separado con un riesgo alfa
(P = 0,05). Para evaluar los resultados obte-
nidos con el medio bifésico se realizé un se-
gundo andlisis estadistico con la prueba de ji
cuadrado para muestras independientes. Se
evaluaron primero los resultados del cultivo
en el medio sélido y después los del micro-
cultivo en la laminilla siliconada (19).

RESULTADOS

En el cuadro 1 se muestran los resulta-
dos del aislamiento primario de micobacte-
rias por el método de microcultivo en medio
bifasico con laminilla siliconada. Se observo
crecimiento bacteriano macroscépico, tanto
en la fase s6lida como en la liquida, en 71 de
las 540 muestras de esputo (figura 1) en la se-
gunda, tercera o cuarta semana de incuba-

cién. El mismo niimero de laminillas silico-
nadas mostraron crecimiento bacilar en un
lapso de 10 a 28 dias. La revisién microscd-
pica de estas laminillas después de Ia tincién
con la técnica de Kinyoun mostré los tipicos
cordones serpentinos (figura 2) laxos y apre-
tados, con bacilos dispuestos paralelamente
a lo largo de su eje longitudinal, y un creci-
miento mas abundante en la parte de la la-
minilla proxima a la superficie del medio li-
quido. Este tltimo se adhiri6 firmemente a
cada laminilla y no se desprendi6 por accién
del fenol, la autodave, ola tincién de Kinyoun.

En las 469 muestras restantes no hubo
crecimiento macroscopico en los medios bi-
fasicos después de 8 semanas de incubacién,
al cabo de las cuales el cultivo suele conside-
rarse negativo. Sin embargo, después de la
tincién 77 de las laminillas correspondientes
a estas 469 muestras revelaron bacilos aci-
doalcoholrresistentes en diferentes cantida-
des y formaciones, desde bacilos aislados hasta
microcolonias verdaderas (figura 3), pero sin
llegar a formar cordones serpentinos. De las
77 laminillas siliconadas que mostraron cre-
cimiento bacilar, 36 habian estado inmersas
en el medio bifasico de Lowenstein-Sula, 27
en el de Middlebrook-Sula y 14 en el de Lo-
wenstein-solucién amortiguadora a base de
fosfatos. En los primeros 28 dias de incuba-
¢ién no se observaron diferencias en el cre-
cimiento macro o microscépico ni diferencias
estadisticamente significativas en los resul-
tados obtenidos con los tres medios bifdsi-
cos. S5in embargo, al final del periodo de in-
cubacién convencional de 8 semanas se

CUADRO 1. Numero y porcentaje de muestras de esputo cultivadas en tres medios bifdsicos con
y sin crecimiento macro y microscépico de Mycabacteriae al caho de 2 a 4 semanas y de 8§ semanas

de cultivo
Crecimiento micro
y macroscopico Crecimiento microscépico
Medio 2 a 4 semanas 8 semanas
de cultivo n No.* %* n No. %
Lowenstein-Sula 194 27 13,9 167 36 13,1
Middlebrook-Sula 132 19 14,3 113 27 23,9
Lowenstein-amortiguador
de fosfatos 214 25 11,6 189 14t 7,67
Total 540 71 13,1 469 77 17,3

* No hubo diferencia significativa entre los resultados obtenidos con los tres medios de cuitivo (P = 0,71).
t Se observo una diferencia estadisticamente significativa entre este resultado y los resultados obtenidos con los otras medios de cultivo
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FIGURA 1: Macrocolonias de Mycobacterium
tuberculosis visibles en las botellas con medio
bifasico y laminillas siliconadas

observo un aumento significativo de la sen-
sibilidad (P > de 0,001) con la técnica de ob-
servacion microscopica. Cuando se compa-
raron los resultados con los distintos medios
de cultivo bifasicos, no se observo ninguna
diferencia significativa entre los medios de
Lowenstein-Sula y Middlebrook-Sula (P >

0,68), pero si entre cada uno de estos y el me-
dio de Lowenstein-solucion amortiguadora a

base de fosfatos (P > 0,001). En el medio de
Sula las bacterias proliferan libremente,
mientras que en la solucién amortiguadora a
base de fosfatos simple no proliferan, a me-
nos que el contacto prolongado con el medio
solido disuelva o difunda nutrientes que pro-
picien cierto grado de crecimiento bacte-
riano.

DISCUSION

El recrudecimiento de la tuberculosis en
anos recientes y los escasos recursos econo-
micos destinados a su control en muchos pai-
ses en desarrollo nos han llevado a investigar
la elaboracion de técnicas simples para au-
mentar la sensibilidad del aislamiento de mi-
cobacterias. Los resultados de este estudio
demuestran que es posible incrementar el

FIGURA 2: Cordones serpentinos microscopicos formados por el crecimiento de
Mycobacterium tuberculosis en laminillas siliconadas cultivadas en medio

bifasico




FIGURA 3: Colonias de Mycobacterium tuberculosis cultivado en laminillas

siliconadas en medio bifasico
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aislamiento de bacilos al final del periodo de
incubacién convencional, que es de 8 sema-
nas. No fue un objetivo del estudio determi-
nar si se puede hacer una identificacion tem-
prana de M. tuberculosis, aunque se trata de
un aspecto importante que merece atencion.
Los estudios recientes se han concentrado en
la deteccion de microcolonias directamente en
el medio solido, antes de que sean observa-
bles macroscopicamente (7, 20).

El medio mas usado para cultivar My-
cobacteriae es el de Lowenstein en tubo, que es
a base de huevo. La eficacia del medio liquido
para hacer el aislamiento ha sido descrita por
Sula y es similar a la del medio de Lowens-
tein (15, 21). Consideramos que nuestra téc-
nica permite un aumento de la sensibilidad en
funcion de la cantidad de indculo usada. Con
la técnica habitual el in6culo es de 0,1 mL; en
nuestro caso todo el sedimento obtenido a
partir de la muestra digerida y descontami-
nada se sembr6 en 5 mL de medio liquido. La
posibilidad de observar bacilos viables es 50
veces mayor con nuestra técnica. Es posible,
ademas, que con ella se diluyan algunas sus-
tancias toxicas en la muestra, como los anti-
fimicos, lo cual favorece un mejor creci-
miento. El medio bifasico que sirvio de testigo,
compuesto del medio s6lido de Lowenstein y
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de solucion amortiguadora a base de fosfa-
tos, propicio cierto crecimiento de bacilos, pero
no tanto como las mezclas de Lowenstein-Sula
y Middlebrook-Sula. Estas ultimas pueden
utilizarse indistintamente, ya que ambas sa-
tisfacen los requerimientos nutricionales ba-
sicos del bacilo, a diferencia de la mezcla de
Lowenstein con solucion amortiguadora de
fosfatos. Se uso este tiltimo medio bifasico a
manera de control para evitar la preparacion
del medio de Sula, que es mas dificil de mez-
clar y mas costoso.

Debido a su pared rica en lipidos, My-
cobacteriae tiene una tendencia a desplazarse
enambientes hidrofébicos (11, 12, 22) y la su-
perficie siliconada de la laminilla no ha sido
una excepcion. Este trabajo explora el cultivo
bifasico en muestras clinicas para el aisla-
miento de M. tuberculosis con buenos resul-
tados. Por consiguiente, comprueba y rea-
firma los elegantes y pioneros estudios de
Fisher (11) e Higashi et al. (12) con tubos de
ensayo siliconados y laminillas siliconadas,
respectivamente, utilizando medios liquidos
y cultivos puros de M. tuberculosis.

La técnica de laminilla siliconada tam-
bién nos ha dado buenos resultados para el
microcultivo de dermatofitos (23). Aunque en
los ultimos afios las técnicas de BACTEC y
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RCF, que tienen alta sensibilidad y especifi-
cidad, se han aplicado al diagnéstico de My-
cobacterige, su alto costo en equipo y reactivos
por un lado, y por el otro el uso de isétopos
radiactivos con el BACTEC y la necesidad de
tener laboratorios especializados y personal
entrenado en tecnologfa molecular, hacen que
sea practicamente imposible aplicar estas téc-
nicas en paises en desarrollo. En cambio, el
microcultivo aqui descrito tiene un costo
aproximado de US$ 2,00 por muestra. En vista
de que los materiales necesarios para aplicar
esta técnica existen en practicamente todos los
laboratorios, se recomienda el uso de medios
de cultivo bifdsicos con laminillas siliconadas
para el aislamiento de Mycobacteriae a partir de
muestras clinicas.

En resumen, la técnica de microcultivo
en laminilla siliconada es facil, econdmica y
préctica y reduce el riesgo de contagio du-
rante la manipulacién de las muestras. Tiene
la ventaja adicional de aceptar un mayor vo-
lumen de indculo y de favorecer el creci-
miento bacteriano. Esta técnica puede ser es-
pecialmente ttil en laboratorios pequefios de
paises en desarrollo.
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ABSTRACT

Muycobacteriae isolation using
silicone-coated slide microculture in
biphasic medium

This study describes isolation of myco-
bacteria through the use of silicone-coated slides
in three biphasic media: Léwenstein-Jensen-
Holm (solid) and Sula (liquid) media; agar Mid-
dlebrook 7H10 (solid) and Sula; and Lowenstein
medium and phosphate buffer solution. Spu-
tum samples (540) were studied from 180 pa-
tients who were employed by the Institute of
Security and Social Services for Government
Workers in Mexico City and who showed ra-
diological evidence of pulmonary tuberculosis
or had a confirmed diagnosis of the disease. Of
the samples studied, 71 (13.14%) showed mac-
roscopic colonies in the three culture media as

well as the typical microscopic serpentine growth
pattern on silicone-coated slides during the sec-
ond, third, and fourth weeks of incubation. In
the other 469 samples, macroscopic growth was
absent throughout the conventional incubation
period (8 weeks). However, under the micro-
scope 77 (14.25%) of these samples showed acid-
fast bacilli in various quantities and different
patterns. Thus, microculture raised the num-
ber of positive samples from 71 (13.14%) to 148
(27.40%). The difference between the macro-
scopic and microscopic results in terms of growth
of the bacilli was significant according to Coch-
ran’s Q test.

The sensitivity of the procedure de-
scribed herein, its low cost, and its simplicity puts
it within the reach of even the smallest labora-
tories in developing countries, where utilization
of the most modern identification techniques,
such as polymerase chain reaction and auto-
mated radiometry, is not yet practicable.
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