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LA DETERMINACION DE LA ESTREPTOMICING-
RESISTENCIA DEL MYCOBACTERIUM TUBER-
CULOSIS CON LA TECNICA DE PRYCE

Por H. BONFIGLIOLY, A. CETRANGOLO y C. ACURA

Desde el descubrimiento de la Estreptomicina y su
aplicacién al tratamiento de la tuberculosis, observaron los
tisiélogos que algunos enfermos no mejoraban con el usc
del antibidtico.

Investigaciones posteriores demostraron que, de al-
ounos de esos pacientes, se aislaban Mycobacterium tu-
berculosis que presentaban “in vitro”, una resistencia mas

mencs marcada a la Estreptomicina.
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De esas observaciones surgié la conveniencia de in-
vestigar, antes de iniciar vy durante el tratamiento, la re-
sistencia de los bacilos al antibidtico, para evitar gastos
y pérdidas de tiempo inttiles.

Varics han sido los métodos propuestos para efectuar
esas determinaciones: cultivos en diferentes medios séli-
dos y liquidos, con agregado de cantidades variables de
Estreptomicina, y con aislamiento previo de los bacilos en
los medios comurnes.

Mas tarde se usaron diversos procedimientos, por los
cuales se determinaba la estreptomicino-resistencia par-
tiendo del cultivo directo del esputo.

El tnico inconveniente de estos métodos es que los
resultados son algo tardios: pues el desarrollo bacteriano
en los tubos testigos no se observa antes de los 25-30 dias.

Uno de nosotros (1), ensayé el medio de Herrold y
observé que los resultados obtenidos coincidian general-
mente con los datos suministrades por la clinica.

Con el fin de obtener resultados mas rapidos, decidi-
mos ensayar una nueva técnica.

En 1945, DuBos (?), propuso un medio de cultivo li-
quido para la obtencién de desarrollo homogéneo del My-
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cobacterium tuberculosis y que se presentaba rapidamente,
en ocasiones en 4 6 5 dias.

Modificado posteriormente por el mismo autfor, estd
constituido por un medio sintético, al cual se le agrega al-
bamina de bovino y un ester hidrosoluble del acido oleico,
conocido en el comercio con el nombre de Tween 80.

Por otra parte, PRYCE (3), en 1941, describi6 un mé-
todo de cultive del Mycobacterium tuberculosis, que con-
sistia en la obtencién de microcolonias directamente en un
portaobieto sumergidc en medio liguido.

MuOLLER (%), en 1944, modificé el medio de cultivo,
usando el procedimiento de Pryce para la determinacion
del poder bacteriostitico de diversos agentes quimicos
sobre el bacilo de Koch.

TLAN (%), en 1948, ensayd el método para determinar
la penicilino-resistencia del Mycobacterium tuberculosis,
usando como medio de cultivo la solucién madre de Lo-
wenstein,

El primero que usé la técnica de Pryce con el medio

de Dubos, parece haber sido Jensen, quien nos comunicd
personalmente sus observaciones, que fueron posteriormen-
te publicadas. (¢).

En 1949, diversos auteres comunicaren sus experien-
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cias, usando la misma técnica y diferentes medios de cul-
tivo. (7-8-9-10)

Antes de llegar a nuestro conocimiento esag ohserva-
ciones, habiamos iniciado un estudio comparativo, usando
el medio de Herrold y la técnica de Pryce con medio de
Dubos.

TECNICAS USADAS

Medio liquido péra el procedimiento de Pryce.

Usamos el medio propuesto por Davis - Middle-
brook (1), en 1947, con ligeras modificaciones.

Medio base: KH,PO, 1 g
Na,HPO,(2H,0) 3,15 ,,
Asparagina 1,

Disolver en 100 ml. de agua tridestilada, calentando
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hasta disolucién completa y luego completar hasta 800 ml.
con agua tridestilada.
Agregar luego:

Casamino acids Difeo #* (hidre-

lizado acido de caseina) 1,5 g. (disuelto previamente en 30

ml. de H,0).

Phytone (digestién enzimatica

B 3 1 1 - .
(**) de soja, semillas de algo 1,6 g. (disuelto previamente en 30

dén y mant). ml. de H,0) .

CaC12 0,0005 g. (1 ml. al 0,05 %).
ZnSO, 0,0001 g. (1 ml al 0,01 %)
CuS0O, 0,0001 g. (1 ml. al 0,01 %)
Citrato hierro amoniacal 0,005 g. (1 ml. al 0,6 %).
MgS0,,7 H,O 0°01 g. (i ml al 1 %).

A 900 ml. de este medio base, se le agregan 5 ml. de
solucién acuosa al 10 % de Tween 80. Se esteriliza 15
minutos a 1159C. y una vez enfriado se agregan 100 ml.
de solucién acuosa de albtimina de bovino, fraccién V *** gl
5 %, neutralizada previamente con OHNa, calentada a
56°C. durante 30 minutos a bano de maria y filtrada por
bujia Chamberland L3.

Repartimos el medio en 4 frascos de BErlenmeyer agre-
gando a tres de ellos cantidades suficientes de Estrepto-
micina para obtener una concentracién de 10, 50 y 100
microgramos por ml., respectivamente. El 4° fragco, sin
antibiodtico, sirvié para los controles.

Repartimos asépticamente los medios en tubos de en-
sayo de vidrio Pyrex, a razdn de 5 ml. cada uno y usamos
para nuestras experiencias 2 tubos de cada concentracién
v 2 de testigo por cada muestra examinada.

Las modificaciones que efectuamos al medio original
consistieron en el reemplazo del hidrolizado enzimético de
caseina propuesto por Davis-Middlebrook, por igual can-
tidad de Casamino Acids Difeo (Hidrolizado 4cido de ca-
seina), debido a la imposibilidad de conseguir el producto
original. Agregamos ademés, 1,5 g. por mil de Phytone,
pues por experiencias previas efectuadas, observamos un
desarrollo mas precoz y abundante con agregado de ese
producto, que sin él.

( *) CASAMINO ACIDS DIFCO, es un hidrolizado de caseina ob-
tenido por via acida.

(**) PHYTONE es una digestién enziméatica de soja, semillas de
algodén y mani, preparado por Baltimore Biological Labo-
ratory.

(***) Suministrada por Armour y Cia.
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Pudimos comprobar también la necesidad de calentar
previamente la solucién de albtmina, con lo cual, segin
Dubos, se destruir
Tween 80, liberan Cv
sobre el Mycobacterium tuberculosis.

Por ualtimo, hemos comprobado la conveniencia de
filtrar la albumina por filtros de porcelana, pues la filtra-
cién por Berkefeld o Seitz, segtin algunos autores, permite
el paso de substancias que inhiben el desarrollo.

ian enzimas que actuarian sobre el

’ < ie g 1] L~ s
acide OlelCO que rviene erecio texXico

No agregamos glucosa, como aconsejan Dubos y Mid-
dlebrook, porque favorece la contaminacién del medio, por
lo menos usando la técnica de Pryce.

El medio de Herrold usado por nosotros estd consti-
tuido por agar nutritivo, al cual se le agrega, una vez
esterilizado y enfriado a 55°C., una yema de huevo obte-
nida estérilmente, por cada 100 ml. de medio, y 0,8 ml.
por ciento de sol. de verde de malaquita acuosa al 1 %.
Se mezcla v se transvasa asépticamente en tubos de en-
sayo, 11”1611113.1’1(10105 rapidamente en pico de clarinete, para

Los esputos examinados se agitaron en un frasco con
perlas de vidrio estéril para homogeneizarlos. Con un ansa
se efectuaron frotis en un extremo de un portaobjetos co-
mun cortado longitudinalmente para permitir su introduc-
cién en los tubos con el medio de cultivo.

Se prepararon 9 frotis con cada material, procurando
colocar siempre ia misma cantidad, extendida en la misma
superficie. Se dejaban secar en la esmfa y uno de ellos,
se colored con el método de Ziehl-Neelsen, para observar la
disposicidon de los bacilos en el esputo, pues la presencia
de gérmenes agrupados hubiera podido dificultar la lec-
tura de los resultados.

Los 8 frotis restantes, sin fijar, se colocaron en un
cilindro Borrel conteniendo sol. acuosa de acido sulfurico
al 5 ¢, esterilizada, durante 6 minutos; se lavaban luego
dos veces con agua destilada estéril en frascos apropiados
v se colocaron luego en los tubos con medio de Dubos: pre-
paramos dos tubos controles y dos con cada concentracién
de Estreptomicina. Los frotis los dejamos sumergidoes com-
pletamente en el medio.

o

o
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A los 8 dias de incubacién a 37°C., se extraian los
portas y previa fijacién por el calor, se colorearon con el
método de Ziehl-Neelsen.

La observacién con pequefic aumento, objetivo 20X y
ocular 8X, permitié observar, en los casos positives, la
presencia de microcolonias caracteristicas de Mycobacte-
rium tuberculosis. (fig. 1y 2).

Consideramos como limite de resistencia a la Estrep-
tomicina, el tubo con mayor cantidad de antibiético que
permitia aln observar el desarrolio de una colonia tipica.

La observacién con pequeiioc aumento permite el exa-
men de todo el frotis en pocos minutos.

Otra parte del material fué tratada con sol. acuosa de
acido sulfurico al 6 9% durante 15 minutos y previa neu-
tralizacién con sol. acuosa de OHNa al 20 %, se sembr6
en medio de Herrold con y sin estreptomicina.

La lectura se efectudé cuando aparecian colonias en
los tubos controles v la interpretacion de los resultados se
hizo como en la experiencia anterior. KEn ningin caso ob-
tuvimos desarrollo antes de 20 dias.

EXPERIENCIAS REALIZADAS

Efectuamos el estudio comparativo con 30 esputos de
enfermos internados en la Catedra de Patologia y Clinica
de la Tuberculosis.

En todos los casos, menos uno, en los frotis controles,
los bacilos se presentaron aislados. Elegimos expresamen-
te esputos muy baciliferos, pues segin algunos autores, la
técnica de Pryce no da buenos resultados con materiales
paucibacilares.

RESULTADOS OBTENIDOS. — De los 30 casos examina-
dos, en 2 de ellos no fué posible efectuar la lectura, por
contaminacién de los tubos con medio de Dubos y en otro,
los cultivos con ambos métodos v el frotis dieron resul-
tado negativo.

De los 27 casos restantes, en 18, o sea 66,66 %, hubo
concordancia con los dos procedimientos. En 3 (N° 2, 21
y 27), o sea 11,11 %, los bacilos se mostraron mas resis-
tentes con la técnica de Pryce, mientras que en 6 casos
(N9 1, 3, 12, 14, 22 y 26), o sea 22,22 9%, la resistencia
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fué mayor con el medio de Herrold.

Caso Pryce-Dubos Herrold Caso  Pryce-Dubos Herrold
1 10 100 16 10 10
2 100 10 17 T T
3 50 160 8 negative  mnegativo
4 infectado — 19 T T
5 10 10 20 100 i00
6 100 100 21 10 T
7 10 10 22 50 100
8 T T 23 100 100
9 T T 24 T T
10 infectado — 25 100 100
11 10 10 26 50 00
2 T 100 27 10 T
3 10 10 28 100 100
14 10 100 29 100 100
15 100 100 30 50 50

Los nimeros indican la mayor concentraciéon en mi-
crogramos de estreptomicina por ml. de medio, que permi-
tié el desarvollo de por lo menos una colonia tipica. La
“T” indica desarrollo en el tubo testigo solamente.

Hemos preferido fomar como limite de registencia la
presencia de una sola colonia, aunque algunos autores opi-
nan que es preferible considerar la mayor cantidad de
Estreptomicina que presente un desarrollo semejante al
testigo. Opinamos que nuestra interpretacién es mas exac-
ta desde el punto de vista comparativo.

CONSIDERACIONES GENERALES

Sin pretender afirmar la superioridad de un procedi-
miento sobre el otro, pues para ello seria necesario la ob-
servacién de un mayor nuimero de casos y su comparacién
con los datos clinicos, creemos que la técnica de Pryce
con medio de Dubos puede ser de utilidad para la deter-
minacién de la Estreptomicino-resistencia, especialmente
por la rapidez de los resultados obtenidos, factor de gran
importancia en clinica.

El agregado de los productos de hidrélisis acida de
caseina en reemplazo de los obtenidos por digestién enzi-
méatica de la misma, no impide el desarrollo del Mycobac-
terium tuberculosis: ignoramos si lo mejora o no.

El agregado de Phytone (posiblemente por su riqueza
en amino-acidos), favorece notablemente el desarrollo de
los bacilos.
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La mayor cantidad de cepas estreptomicino-resisten-
tes determinadas con el medio de Herrold, parece confir-
mar la observacién de Fisher (13-14), de que el medio de
Dubos, por la presencia del Tween 80, aumenta la accion
bacteriostatica de la estreptomicina.

En todos los cultivos efectuados con la técnica de
Pryce, con resultados positivo, observamos, ademas de
microcolonias tipicas, la presencia de bacilos aislados, ¥
en todos los casos de cepas muy resistentes, notamos la
aparicién de menor cantidad de microcolonias, a2 medida
que aumentaba la concentracién de Estreptomicina.

Estas caracteristicas, dificiles de observar con los mé-
todos comunes de determinacién de la Estreptomicino-
resistencia, hablarian en favor de la hip6tesis sostenida
por Jensen y otros autores, de que en un mismo enfermo
se pueden encontrar Mycobacterium tuberculosis de resis-
tencia variable al antibiético.

Los casos de infeccién observados con la técnica de
Pryce, creemos que hubieran podido evitarse, de haber
efectuado las observaciones con material mas adecuado,
especialmente para el lavado de los porta-objetos.

CONCLUSIONES

La determinacién comparativa de la resistencia a la
estreptomicina en 30 casos, con la técnica de Pryce, utili-
zando el medio de Dubos-Middlebrook modificado por nos-
otros y con el medio de Herrold, ha dado resultado con-
cordante en 18 (66,66 % ).

En 3 casos (11,11 %), o
conl a téenica de Pryce y
Ia misma con el medio de Herrold

Creemos que la técnica usada por nosotros puede ser
de utilidad para la determinacién e interpretaciom de la
resistencia a la estreptomicina y otros antibiéticos, del
Mycobacterium tuberculosts.
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Fig. 1 — Microcolonias de Mycobacterium tuberculosis.

Fig. 2 — Microcolonias de Mycobacterium tuberculosis.



