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RESUMEN

“Cinética de crecimiento de M. tuberculosis en
Léwenstein — Jensen establecida por reduccion de nitratos”

La realizacién de este trabajo fue impuisado por la necesidad de evaluar la aptitud
de los lotes de medio Léwenstein — Jensen para el desarrollo M. tuberculosis
H37 Rv ATCC 27294 y obtener resultados en periodos de tiempo cortos.

En 1975 Garcia Rojas Leticia realizé6 ensayos de viabilidad de lotes de vacuna
BCG de forma paraleia por cuenta viable e indirectamente por cuantificacion de la
actividad nitrato reductasa presente en los bacilos metabélicamente activos
técnicas que demostraron una alta correlacién de ahi que la actividad enzimatica
es util para demostrar los cambios poblacionales de un cultivo de M. tuberculosis
en Léwenstein — Jensen.

El objetivo del presente trabajo fue establecer, las condiciones 6ptimas para
apreciar la cinética de crecimiento de M. tuberculosis en el medio de Léwenstein
—Jensen por reduccién de nitratos.

La dispersion bacteriana mas satisfactoria se logré por la metodologia de
preparaciéon de la suspension bacilar del método de drogosensibilidad de las
proporciones de Cannetti Rist y Grosset.

El ajuste de turbidez de la suspension bacteriana, tubo # 1 Mc Farland, se realizé
por nefelometria a 580nm (0.256-0.302 abs), que corresponde a 3X10" bac/mL,
considerada como ia “suspensién madre”.

El indcuio que permitid, seguir la cinética de crecimiento de M.tuberculosis fue
0.1 mL de una dilucién 1:100 de la "suspension madre”.

El desarrollo de color por la presencia de nitritos fue creciente y proporcional al
nimero de bacilos presentes en la reaccién, en una progresion de 6X10°8 bac/mL
hasta 48X10° bac/mL.



El tiempo 6ptimo para la demostracién de los nitritos se establecid por ensayos en
periodos de 5-60 minutos, seleccionando el de 15 minutos, por su mayor
reproducibilidad.

De acuerdo a los tiempos de generacion de M.tuberculosis de aproximadamente
20 horas, los incrementos de poblacion de M.tuberculosis se midieron por
reduccién de nitratos, en dias sucesivo del 1° hasta el dia 12, lo que permitié
observar que del dia 1 al 4 no se manifiesta incremento alguno de la poblacion
(fase de adaptacion), en tanto que en los dias 5 al 8 hay una diferencia
significativa de poblacién (fase de crecimiento logaritmica).

La técnica de reduccidon de nitratos para cuantificar 1a presencia de bacilos
M.tuberculosis en medio Léwenstein — Jensen presenta una sensibilidad de
90%, una especificidad 88% y un valor de corte de Incremento Pobiacional 2 2.1,
con respecto al estandar de oro que es la cuenta viable.

De acuerdo a los resultados de la cinética de crecimiento de M.tuberculosis en
Loéwenstein — Jensen se comprobé que las condiciones éptimas fueron el indculo
de 3X10* bac/mL en un tiempo de incubacion de los cultivos del dia 5 al 8.

El ensayo enzimatico de reduccién de nitratos podria ser Gtil para evaluar los
incrementos de poblacion de  M.tuberculosis en Léwenstein — Jensen con un
ahorro importante de tiempo.



INTRODUCCION

ANTECEDENTES HISTORICOS

A principios del siglo XIX los trabajos de los médicos franceses Gaspart
Laurent Bayle y René Laénec establecieron las formas y estadios de la
tuberculosis como enfermedad; ambos fallecieron por su causa. El
microbidlogo aleman Robert Koch descubri6 el agente causal, el bacilo
tuberculoso, en 1882. En 1890, desarrollo la prueba de la tuberculina para el
diagnéstico de la enfermedad. En 1924, los bacteridlogos franceses Albert
Léon Calmette y Alphonse F.M. Guérin desarrollaron una vacuna denominada
BCG (Bacilo de Calmette-Guérin)®’.

El primer agente quimioterapico especifico para la tuberculosis fue la
estreptomicina, descubierta por el microbidlogo norteamericano Selman
Abraham Waksman en 1944°%"",

Este descubrimiento fue seguido en 1948 por el del PAS (acido para - amino
salicilico) y mas tarde por la isoniazida y otros farmacos que revolucionaron el
tratamiento de la tuberculosis®?.

La estrategia de quimioterapia vigente usa cuando menos 3 o 4 drogas a fin
de evitar la seleccién de cepas resistentes, asi como de garantizar la accién
especifica de los antimicrobianos en las distintas poblaciones de
micobacterias; pero de todos los antimicrobianos , se dan casos de
drogoresistencia por fallas del tratamiento®?.

Por otro lado los pacientes con SIDA son particularmente sensibles a
enfermar de tuberculosis, por esta y otras razones la tuberculosis continda
siendo un grave problema de salud publica en el mundo, y México no es una
excepcion °.



SITUACION MUNDIAL

Este padecimiento fue declarado emergencia mundial por la Organizacion
Mundial de la Salud en 1993 v es la primera causa de muerte producida por un
solo agente patégeno a nivel mundial. Hasta la década de los ochenta, la tasa
de incidencia de casos de tuberculosis disminuy6é en México; habia presentado
una tendencia a disminuir sin embargo, a partir de entonces la frecuencia ha
aumentado®.

La distribucién de la tuberculosis es mundial y se calcula que hay una
prevalencia de 16 millones de casos, de los cuales 8 — 10 millones son casos
nuevos cada afio, 25% de la poblacion mundial ha sido infectada en alguna
etapa de su vida y cada afio mueren por este problema 3 millones de
personas. La enfermedad predomina en paises pobres, mal saneados y con
desnutricién prevaleciente®.

En ciertas regiones, la quimioterapia, el mejoramiento de las condiciones de
salud y probablemente la vacunacion con BCG, lograron reducciones
significativas en su incidencia, prevalencia y mortalidad?.

Es la infeccion humana con mas casos y muertes al afio (8.4 y 3 millones
respectivamente); en mujeres ocasiona mas muertes que las causas maternas
en algunos paises son la principal causa de orfandad.

Debido al VIH/SIDA, a la farmacorresistencia y al poco impacto de las
acciones de control en algunos paises es un problema de salud publica, en
México es endémica y no se considera reemergente®.

La tuberculosis es uno de los principales problemas de salud publica mundial.
Por este motivo, para el afio 2000 la OMS se propuso “curar el 85% de los
casos nuevos con baciloscopia positiva y detectar el 70% de los casos

existentes” 13.



SITUACION EN MEXICO

Las acciones dirigidas a controlar la tuberculosis y sus consecuencias, han
existido en Meéxico desde que esta enfermedad se identific6 como un

padecimiento epidemioldgicamente importante'3”.

Actualmente, las acciones se organizan en un Programa Nacional
dependiente de la Secretaria de Salud que aplican todas las instituciones del
Sistema Nacional de Salud y al que se le da seguimiento a través de un grupo
interinstitucionai®.

La situacion en Meéxico; Desde los afios cincuenta la mortalidad por
tuberculosis pulmonar ha descendido considerablemente, sin embargo, en
1999 aun ocupaba el lugar decimoquinto como causa de muerte con 3.3
defunciones por 100,000 habitantes, entonces era la segunda causa de
muerte debida a un solo agente infeccioso. La morbilidad mostré una
tendencia ascendente de 1994 a 1997, se aprecia un incremento del 24% en
el numero de casos de tuberculosis pulmonar y en las tasas de morbilidad al
pasar de 14.0 a 18.7 casos por cada 100, 000 este ultimo afio con 19, 577
casos (19.6 por 100,000 habitantes), desde 1998 se ha presentado una
ligera reduccion.

En 1999 aln ocupaba el lugar decimonoveno como causa de muerte y en el
afo 2000 se reportaron 15, 781 casos?®, la poblacion mas afectada es la

economicamente activa'®,

Durante el afio 2000 se registraron 15 649 casos de tuberculosis pulmonar,
los estados con incidencias mayores fueron Tamaulipas, Baja California,
Guerrero, Veracruz, Nuevo Leon, Nayarit, Sinaloa, Tabasco, Chiapas vy
Colima ,el estado con la mortalidad mas alta desde hace 10 afios en el pais
ha sido Chiapas.?®



PROPIEDADES Y CARACTERISTICAS DE LA
BACTERIA

El bacilo tuberculoso es un bacilo aerobio estricto que requiere presiones
parciales de oxigeno entre 120 y 140 mm de Hg, con temperatura de
crecimiento entre 35-37°C, pH de 6.7 a 6.9, nutrientes, humedad moderada y
oscuridad, posee una pared celular de lipidos céreos que le confiere la
caracteristica de acido-alcohol-resistente (BAAR), es delgado, ligeramente
curvo, mide de 0.8 a 5 y de longitud y cerca de 0.2 a 0.6y de grosor, no
esporulado, e inmovil. Su tiempo de generacion es prolongado, de 18-20 hrs

y la aparicién de macrocolonias es de 10 a 12 dias'> %,

Las cepas virulentas tienden a orientarse en cordones serpentinos, produce
catalasa en cantidades moderadas pero no después de calentar a 68°C
por 20 minutos en un amortiguador de pH 7; las cepas humanas resistentes a
la isoniazida son frecuentemente catalasa negativa y dan colonias lisas en
medio de huevo coagulado. Reducen los nitratos, la mayoria de las cepas
son niacina positiva.’

La tuberculosis causada por el complejo Mycobacterium tuberculosis, es la
enfermedad mas antigua que ha padecido el hombre, la forma pulmonar es
la de mayor importancia por su frecuencia y capacidad de transmision, un
caso no tratado puede infectar de 10 a 15 personas; M.tuberculosis, puede
afectar a cualquier tejido del organismo pero primordiaimente a pulmones’. El
nombre de tuberculosis deriva de la formacion de unas estructuras celulares
caracteristicas denominadas tuberculomas, donde los bacilos quedan
encerrados.

La enfermedad no suele aparecer en animales en su habitat natural pero si
puede afectar al ganado vacuno, porcine y avicolaZ,



DIAGNOSTICO

Es importante mencionar que los resultados de las pruebas de laboratorio
deben correlacionarse con la historia clinica del paciente, lo cual permite
minimizar el dafio potencial al paciente por un mal diagnéstico.

El diagnéstico absoluto de tuberculosis consiste en la recuperacion por
medio del cultivo de las especies del complejo M. tuberculosis a partir de
muestra clinicas.

La baciloscopia consiste en la visualizacion de bacilos acido-aicohol
resistente por medio de la coloracion de Ziehl-Neelsen® o microscopia
fluorescente. Es una herramienta irremplazable para la deteccion de los
casos infecciosos de tuberculosis, ya que permite actuar rapidamente: aislar
al paciente, instaurar el tratamiento especifico, tratamiento acortado
estrictamente supervisado (TAES), controlar a los contactos y monitorear el
tratamiento.

La sensibilidad de los métodos diagndsticos depende del nimero de bacilos
presentes en la muestra por este motivo, la microscopia de esputo es muy
util en la deteccion de los casos avanzados de tuberculosis pulmonar (5000 a
10,000 bac/mL), pero no para los casos de tuberculosis pulmonar inicial, o
en los casos de tuberculosis infantil y extrapulmonares.

La presencia del morfotipo BAAR no permite la diferenciacion entre las
distintas especies de micobacterias; sin embargo, en localidades geograficas
donde la incidencia de micobacteriosis es baja, como ocurre en nuestro pais,
especialmente en pacientes inmunocompetentes, |a microscopia tiene una
alta especificidad para el diagndstico de la tuberculosis pulmonar.

El cultivo, ademas de ser mas sensible que la baciloscopia, (10 bac/ml. de
muestra) proporciona el aislado en el cudl se puede realizar la diferenciaciéon
de las especies y la realizacion de las pruebas de sensibilidad a los



antimicrobianos, asi como la de técnicas de caracterizaciobn génica
aplicables en vigilancia epidemiologica molecular®.

Los métodos convencionales de cultivo utilizan distintos medios ya sean
solidos o liquidos. La demostracion de la presencia de las micobacterias es
por la aparicion de colonias en los medios sélidos y la turbidez en los medios
liquidos, como la mayoria de las micobacterias de importancia clinica son de
crecimiento lento, el inconveniente de estos métodos radica en la prolongada
espera para obtener resultados en el diagndstico.

Existen sistemas que permiten disminuir el tiempo necesario para la
deteccion de micobacterias por cultivo son: sistemas visuales,
semiautomatizados o automatizados de lectura precoz, que determinan la
multiplicacién del bacilo por aumento del consumo de O, o produccién de
CO; estos equipos pueden ser radiométricos, colorimétricos o fluorometricos.

El mayor inconveniente de estos métodos es que, por su elevado costo, son
de dificil implementacion en paises en desarrollo, que son los que tienen mas
alta prevalencia de tuberculosis.

El BACTEC 460 es un equipo para el método radiométrico que tiene una
gran sensibilidad y rapidez en la deteccion de casos. Sin embargo, presenta
algunas desventajas con respecto a los otros métodos de lectura precoz:
utiliza elementos radioactivos, no es automatizado —con el consiguiente
aumento de la carga de trabajo— y emplea una técnica de lectura invasiva
que posibilita la contaminacion cruzada. En los sistemas no radioactivos, la
recuperacion y el tiempo de deteccién es similar, pero tienen la ventaja de
ser automatizados y de lectura no invasiva, disminuyendo el riesgo de
contaminaciones cruzadas; tienen la desventaja de no estar estandarizados
para realizar pruebas rapidas de sensibilidad. Para lograr una mayor
recuperacion de micobacterias, se recomienda la utilizacion simultanea de
medios de cultivo sélidos y liquidos.



La radiografia simple de térax es un método de exploracién selectiva de la
poblacién para evidenciar la tuberculosis puimonar. Aunque la radiografia
suele demostrar la presencia de una lesion pulmonar, la confirmaciéon de su
etiologia requiere otras pruebas.

La prueba de la tuberculina consiste en inyectar en la piel el derivado
proteico purificado obtenido de cultivos de bacilos tuberculosos. Una
reaccion cutanea positiva indica el reconocimiento de los antigenos de
M.tuberculosis, como respuesta a una infeccién activa o pasada.

El diagnostico de la enfermedad activa se realiza mediante el aislamiento de
bacilos tuberculosos en el esputo. En las fases tempranas no suelen existir
sintomas. En la fase avanzada los sintomas comunes a todas las formas de
tuberculosis incluyen fiebre, fatiga, sudoracién nocturna, pérdida de apetito y
pérdida de peso. En la tuberculosis pulmonar estos sintomas se acompafan
de trastornos respiratorios como tos, dolor toracico y esputos
sanguinolentos®. El programa de prevencién y control esta centrado en el
Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado (TAES).



CONTROL DE CALIDAD DEL MEDIO

Lowenstein-Jensen

La calidad se ha convertido en una politica de empresa y representa uno de
los factores estratégicos de éxito en la actualidad. Esta forma de proceder se
denomina Aseguramiento de la Calidad.

@ Excelencia en la calidad de servicios investigaciones y docencia
® Disminucion de gastos, que debera traducirse en mayores utilidades.

8 Confiabilidad en resultados obtenidos

La calidad del laboratorio en el desempefio analitico de una determinada
técnica se define como:

La capacidad de realizar el procedimiento correcto, hacerio bien y satisfacer
al cliente.

Todos los sistemas de salud estan ante la necesidad de afrontar el doble
reto de trabajar con recursos financieros limitados y de que las expectativas
del usuario y del gobierno van en aumento®®.

Se espera que el personal de laboratorio utilice los recursos del laboratorio
efectivamente y produzca resultados del laboratorio de alta calidad.

El laboratorio comprende tres componentes principales: la estructura, el
proceso y el resuitado, en donde la calidad en cada uno de estos

componentes es fundamental®’.
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Para el diagnéstico bacteriologico de tuberculosis el estandar de oro es el
cultivo y por esta razén es necesario evaluar la calidad del medio de cultivo
mediante la “promocién para el desarrolio” de M.tuberculosis, y asi disponer
de datos numéricos que nos permiten avalar el conjunto de caracteristicas
que se unen para garantizar la sobrevivencia y duplicaciéon satisfactoria de
los bacilos hasta llegar a la formacién de colonias.

La realizacidon de control de calidad en medio Léwenstein-Jensen, se ha
encontrado reportado en pocas bibliografias, pero el InRDRE realiza control de
calidad por cuenta viable basados en el Protocolo del Centro de Referencia
de Buenos Aires Argentina.

Existe reportado en la bibliografia que el medio de cultivo tiene caducidad de
1 mes®, y para realizar cuenta viable se requiere de 5 a 8 semanas.

11



LA REACCION DE REDUCCION DE NITRATOS
EN EL GENERO MYCOBACTERIUM

Bastarrachea establecié que las Mycobacterias poseen la propiedad de
reducir el nitrato a nitrito y esta reaccién es catalizada por la enzima nitrato
reductasa, el nitrito producido puede ser medido por un método simple y la
reaccion que se lleva a cabo es la siguiente:

NO 3 +2e +2 H* NO™ 2 + H,O

Esta prueba bha sido usada ampliamente para la clasificacion de las
diferentes especies de micobacterias. Como por ejemplo Herbert vy
Bachmann mencionan que M.tuberculosis y M.kansaii dan una
reaccion fuerte.

Showe y Demos demostraron también la naturaleza particulada de la
enzima nitrato reductasa en otros microorganismos, asi mismo también
mencionan la presencia de un metal unido a la enzima (molibdeno). Bonicke
y otros investigadores mencionan que para la reduccién enzimatica del
nitrato por las micobacterias se requiere la presencia de compuestos que
sirvan como donadores de electrones. Klauss Jetschann observé que en los
medios enriquecidos con huevo, la actividad de la enzima nitrato reductasa
aumenta, posiblemente debido a que los lipidos que contienen el huevo
actian como donadores de electrones®.

Por estas investigaciones realizadas con anterioridad podemos fundamentar
que la reaccion de reduccion de la enzima nitrato reductasa presente en
M.tuberculosis es util para demostrar indirectamente la viabilidad de la
bacteria, ya que el medio de cultivo Léwenstein-Jensen favorece la reaccién
por ser donador de electrones y por que contiene inhibidores para hacerlo
selectivo y evitar el crecimiento de otras bacterias contaminantes.

12



La reduccién del nitrato (NO3) en nitrito (NO7’) esta indicada por la aparicién
de color cuando el nitrito reacciona con los dos reactivos: acido sulfanilico y
a-naftilamina (o dimetil- a-naftilamina).La reaccion de color resultante se debe
a la formacién de un compuesto diazoico p-sulfobenceno- azo- a-naftilamina.
El enlace del grupo azo —N=N- da como resultado un compuesto coloreado por
medio de una reaccion.

El colorante diazoico se forma por acoplamiento a través de un enlace azo
de una amina aromatica con un compuesto de tipo fendlico, por lo general en
la posicion para de un grupo oxhidrilo (OH) o amino (NH.), En este caso el
acoplamiento se produce en la posicion para de un grupo amino™®.

+2 H,0

| L ' .
.‘30311 VH,  dadonioso  SOH \H,

psulfobenceno-azo-
a-naftilaming
(rojo)

Acido sulfaniico  a-naftilamina
(incoloro) {incoloro)
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La tuberculosis es un problema de salud publica mundial, enfermedad
constante en paises en vias de desarrollo que sigue causando tasas de
mortalidad altas, en México, se reportan de 3.3 defunciones por 100,000
habitantes 3.

En los paises industrializados es una infeccién reemergente generada por
los emigrantes de paises con alta incidencia y por el incremento de
enfermedades que ocasionan inmunodeficiencia: diabetes, SIDA y terapia
inmunosupresora.

El laboratorio representa gran importancia porque realiza 1a confirmacion
bacteriolégica de la tuberculosis, dentro de las posibilidades diagnésticas
que maneja el laboratorio es el cultivo el que permite la recuperacién de las
micobacterias a partir de muestras clinicas y esta técnica constituye el
estandar de oro? &,

En la actualidad, con el fin de lograr resultados en periodos mas cortos que
Los requeridos para la recuperacién de colonias en el medio de Léwenstein —
Jensen se han disefiado una serie de sistemas que utilizan medios liquidos
para demostrar la presencia de las bacterias por la actividad metabélica. Son
sistemas visuales, semiautomatizados o automatizados de lectura precoz,
que manifiestan la multiplicacién del bacilo por el consumo de O, o por la
produccién de CO,, estos equipos pueden ser radiométricos, colorimétricos,

o fluorométricos ",

Si bien son multiples las opciones de cultivar las especies del género
Mycobacterium son dos aspectos ios que mantienen el interés por el
medio Léwenstein — Jensen:
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e El costo:

Todos los medios de cultivo liquidos industrializados son bastante mas
caros por ejemplo un frasco de medio 12B cuesta aproximadamente seis
veces mas que un tubo de Léwenstein — Jensen, por lo mismo son de
poca aplicacién en paises de alta incidencia y bajos recursos econémicos.

e Larecuperacion:

Los mejores indices de recuperacién se obtienen al inocular paralelamente
dos medios de cultivo un soélido Léowenstein — Jensen y un liquido.

El medio de Léwenstein — Jensen, tiene una formulacion que rinde buenos
resuitados dependiendo de la calidad de la materia prima, los reactivos
quimicos que se utilizan son de calidad analitica; pero el producto bioldégico
“huevo”, que contiene no es de calidad constante, también es importante
contar con un equipo en buenas condiciones y realizar con calidad cada uno
de los pasos a seguir de la técnica estandarizada para realizar el medio.

La metodologia apropiada para demostrar la calidad de un medio de cultivo
en general se fundamenta en la promocién del desarrollo, por el ensayo de
cuenta viable pero M.tuberculosis, que presenta un tiempo de generacion
tan prolongado como 18-24 horas, los resultados se obtienen en tiempos
inoperantes para el control de calidad*'.

De ahi que sea importante contar con un método alternativo indirecto
enzimatico para demostrar la cinética de crecimiento de M.tuberculosis en
Léwenstein — Jensen establecida por reduccion de nitratos y asi poder
valorar la promocién del desarrollo de M.tuberculosis en tiempos mas
cortos que los necesarios para cuenta viable.
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OBJETIVO GENERAL

Establecer las condiciones o6ptimas para demostrar el desarrollo de
M.tuberculosis en Lowenstein-Jensen mediante la actividad enzimatica
de nitrato reductasa minimizando el tiempo para la identificacion.

OBJETIVOS PARTICULARES

= Determinar el tamano 6éptimo del inéculo para realizar la cinética de
crecimiento de M.tuberculosis.

= Demostrar la proporcionalidad directa entre absorbancia y nitritos
presentes como producto de la reduccién de nitratos reaiizada por
M.tuberculosis.

= Determinar el tiempo éptimo de desarrollo de color en la reaccion de
nitritos.

= Demostrar la viabilidad de M.tuberculosis, en los inéculos por
BACTEC 460.

= Establecer los tiempos 6ptimos para manifestar el incremento de la
poblaciéon de M.tuberculosis, por medio de la reduccién de nitratos.

= Demostrar la cinética de crecimiento de M.tuberculosis en
Loéwenstein-Jensen por reduccién de nitratos.

= Comparar reduccién de nitratos contra cuenta viable.
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HIPOTESIS

El diagnoéstico tradicional de la tuberculosis se realiza mediante el cultivo en
medio Léwenstein-Jensen, el cual tiene una sensibilidad del 70 % al 90% 2, y
demora de cuatro a ocho semanas en obtener resultados.

El medio de L-J es un medio de cultivo complejo de calidad variable que
requiere de un método de evaluacion en un tiempo reducido y posiblemente
las pruebas enzimaticas pueden resolver esta necesidad.

La actividad metabdlica de M. tuberculosis como la de nitrato reductasa
permitira demostrar la cinética de crecimiento en tiempos mas cortos que la
técnica de cuenta viable.
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DISENO DEL ESTUDIO

TIPO DE ESTUDIO:

Experimental prospectivo y longitudinal

CRITERIOS DE INCLUSION:
Cultivo de M.tuberculosis H37Rv Coleccion ATCC 27294

Cultivo de 3 semanas y buen desarrollo

CRITERIOS DE EXCLUSION:

Cultivos con escaso desarrolio a las 3 semanas

VARIABLES INDEPENDIENTES:
Concentracién del inoculo a utilizar
VARIABLES DEPENDIENTES:

Concentracion de nitrato

PARAMETROS CONSTANTES:

Tiempo de lectura

Tiempo de incubacion
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MATERIAL Y METODO

> MATERIAL

v

v

v

Cultivo de 3 semanas de incubacién de
M.tuberculosis H37Rv # 27294,

Medio de cultivo Léwenstein-densen (L-J).

Medio Middiebrook 7H12 (12B)

= REACTIVOS

A N N N U N N R

NaOH al 2%
Regulador de fosfatos M/15 pH 6.8 estéril
Regulador de fosfatos M/45 pH 7 estéril
Fenol al 5%
HCI concentrado
Clorhidrato de n-naftiletilendiamina al 0.1%
Sulfanilamida al 0.2%
Aceite de inmersién
Equipo para tincién Ziehl Neelsen
e Carbolfucsina fenicada
e Alcohol - acido

e Azul de metileno
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EQUIPO

AN

AN

< S

Campana de bioseguridad: NUAIRE, clase Il tipo
A/B3 modelo No. Un -440-400

Agitador Fisher Vértex Genie 2 cat No 12-812
Espectrofotémetro: Jenway 6405 UV LAB- TECH
Microscopio: Carl — Zeiss K7D

Balanza: analitica Scientech, 8 A 210

Instrumento Bactec TB 460: system Becton
Dickinson, Johnston Laboratorios.
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DIAGRAMA DE FLUJO

ESTANDARIZACION
DE LA SUSPENSION BACILAR
POR NEFELOMETRIA
(TUBO #1 Mc FARLAND)
(abs 0.256 -0.302)

XL

CURVA BASAL DE LA REDUCCION
DE NO; DE M.tuberculosis
Vs ABSORBANCIA

XL

TIEMPOS OPTIMOS
DE DESARROLLO
DE COLOR EN LA Rx DE REDUCCION DE NO;

XL

CUENTA VIABLE Vs ABSORBANCIA

&L

INTERPRETACION
DE RESULTADO
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> METODOS

CURVA PATRON

CONCENTRACION CONOCIDA DE NITRITOS

Vs ABSORBANCIA

. Realizar una solucidon de NaNO; a una concentracion de
0.05um.

. Agregar volimenes crecientes de esta solucién en tubos de
ensayo de 13X100 limpios, partiendo de 0.1 hasta 0.8 mL.

. Completar el volumen de los tubos a 3 mbL con agua destilada, y

colocar en un tubo de ensayo 13X100 limpio, 3mL de agua
destilada.

Agregar a cada tubo una gota de HCI concentrado y agitar.

. Agregar 2 gotas de sulfanilamida al 0.2% y dos gotas de
Clorhidrato de n-naftiletilendiamina al 0.1%, en este orden y a
cada tubo.

. Leer en el espectrofotdmetro a 535nm.
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ESTANDARIZACION DEL INOCULO

1. Retirar suficiente masa bacilar con un aplicador de madera, de
un cultivo de tres semanas de M.tuberculosis en L-J.

2. Colocar en un matraz Erlenmeyer de 50 mL que contenga 10
perlas de vidrio y adicionar 200 microlitros de regulador de
fosfatos pH 6.8.

3. Agitar durante 5 minutos para lograr que se disgregue la masa
bacilar.

4, Agregar 4 mL de regulador de fosfatos pH 6.8, continuar
agitando por 10 minutos mas.

5. Trasvasar con pipeta Pasteur a un tubo 13X100 mm dejar
sedimentar por 15 minutos.

6. Retirar el sobrenadante Con pipeta Pasteur y colocarlo en una
celda para leer en el espectrofotémetro a 580nm ajustar la
absorbancia de la suspension de manera que quede en el
rango (0.256-0.302), que corresponde al tubo #1 de Mc Farland.

PRUEBA DE VIABILIDAD

 Realizar dos diluciones, 1:100 y 1:500 e inocular 0.1 mL
de cada dilucion en viales 12B.

¢ Incubar los viales a 37°C y leer diariamente en el
BACTEC 460.

OBSERVACION:

El indice de crecimiento Growth Index (Gl) que son las unidades que
maneja el BACTEC 460, indican positivo a partir de 10 en una escala
que va de 0 hasta 999.
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CURVA TIPO BASAL DEL METABOLISMO DE
NITRATOS DE M.tuberculosis Vs ABSORBANCIA

1. Conservar la cepa de M.tuberculosis mediante la resiembra en

medio Lowenstein-Jensen, para disponer de cultivo de 3 semanas.

2. Hacer una suspension homogénea de bacilos, ajustarla al tubo # 1
de Mc Farland leer en el espectrofotometro a 580 nm, ajustar la
absorbancia de 0.256 a 0.302.

3. Colocar cantidades crecientes de esta suspension
(0.0, 0.2, 0.4, 0.8, 1.6 mL) en tubos vacios y estériles de
13X100mm y paralelamente otra serie en L-J.

4. Agregar 1mL de nitrato de sodio a cada tubo de los anteriores.

5. Completar el volumen total a 3mL en cada tubo agregando
regulador de fosfatos M/45.

6. Incubar a 37°C durante 2 horas.
7. DEMOSTRAR LA PRESENCIA DE NITRITOS

7.1. Agregar a cada tubo una gota de HCI concentrado vy agitar, en los
tubos L-J transferir el liquido sobrenadante a tubos 13X100, limpios y
estériles.

7.2. Agregar 2 gotas de sulfanilamida al 0.2% y dos gotas de
Clorhidrato de n-naftiletilendiamina al 0.1%, en este orden y a cada
tubo.

7.3. Dejar en reposo por 15 minutos para el desarrollo de color.

7.4. Leer en el espectrofotometro a 535nm.

24




TIEMPOS DE DESARROLLO DE M.tuberculosis
EN MEDIO L-J

1. Preparar una suspensién homogénea de bacilos y ajustar al
tubo # 1 de Mc Farland (“suspensién madre”), hacer una
dilucién 1:100.

2. Inocular 0.1 mL de la dilucidn 1:100 en 20 tubos de medio
L-J.
- 3. Incubar a 37°C, las primeras 48 horas inclinados.

4, Determinar la concentracion de NO;, en los dias de
incubacion quinto, sexto, séptimo y octavo, en 5 tubos cada
ocasion.

5. Agregar 1mL de nitrato de sodio y 1.9mL de fosfatos M/45
en cada tubo de medio L-J.

6. Incubar a 37°C por 2 horas.

7. Retirar el liquido de cada tubo de medio L-J Con pipeta
Pasteur y colocarlo en un tubo 13X100.

8. Agregar a cada tubo los reactivos para el desarrollo de
color, para demostrar la presencia de nitritos.

9. Leer en el espectrofotometro a 535nm.
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TIEMPOS OPTIMOS PARA DESARROLLO DE COLOR
EN LA REACCION DE NO,.

1. Inocular 4 tubos 13X100 con 0.2 mL de suspensién de
bacilos M.tuberculosis ajustada al tubo #1 de Mc
Farland.

2. Agregar 1mL de nitrato de sodio, completar el volumen
de3 mL con fosfatos M/45.

3. Incubar 37°C por 2 horas.

4, Agregar reactivos para desarrollo de color, para
demostrar la presencia de nitritos.

5. Leer en el espectrofotOmetro a 535nm.

6. Realizar las lecturas de los tubos a diferentes tiempos
para el desarrollo de color, a los 5,10, 15, 20, 25, 30,
40, 50,60 minutos.
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CUENTA VIABLE Vs ABSORBANCIA

. Preparar una suspension homogénea de bacilos y ajustar al
tubo # 1 de Mc Farland

Hacer paralelamente los siguientes ensayos de |la
suspension anterior:

a) Realizar curva basal del metabolismo de nitratos.

b) Determinar la produccion de NOg, por
M.tuberculosis a distintos tiempos de incubacién.

c) Hacer cuenta viable de |la suspensién bacteriana :
C1) Realizar diluciones 0.2 X 10*,1 X 105y 0.5 X 105,

C2) Inocular 0.2 mL de cada una de las diluciones en

5 tubos de medio L-J, distribuir el inéculo en toda la

superficie del medio hasta la completa absorcion del

liquido.

Cs) Incubar en posicion horizontal por 48 horas a
37°C.

C4) Observar a las 48 horas los tubos para verificar si
hay

alguna contaminacidén, incubar en posicion vertical a
37°C hasta 5 semanas.

Cs) Leer los cultivos a la 32,42 y 52 semanas,
registrando el numero de colonias.
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DISENO ESTADISTICO

e Los resultados seran analizados por regresion lineal simple
e ANDEVA de un factor en el disefio completamente aleatorio con un

a = 5%.

e CALCULO DE RNC: relacién entre el numero de colonias de 3%y 52
semana, este valor corresponde al cociente del nimero de colonias de
32 /52  esta proporcion valora la tercera semana con respecto a la
quinta, por lo tanto un valor = 0.8, se considera un lote de medio de
cultivo aceptable.

e CALCULO DE I.P: es un valor que se obtiene de dividir el numero
bac/mL obtenido por reduccién de nitratos en L-J del dia 8 entre el dia 5,
esta razdn indica cuantas veces aumento la poblacion de bacilos.

e CALCULO DE ESPECIFICIDAD Y SENSIBILIDAD :

Sensibilidad: La proporcion de sujetos con la enfermedad que tiene una

prueba positiva para la enfermedad.

Especificidad: Es la proporcién de sujetos sin la enfermedad que tiene

una prueba negativa.
Férmulas matematicas empleadas

Estandar de oro Sensibilidad: __a_X100
— - a+c
N p positivos negativos
U r | positivos | Verdaderos | falsos Gt .
E u Positivos(a) | positivos(b) Especuﬁcndad.__b_c.i"__;( 100
V . e | negativos | Falsos Verdaderos
A.-b. negativos(c) | Negativos(d)
a

° CURVAS (COR): Es una forma de definir el punto de corte, utilizar
curvas de Caracteristicas Operativas para el Receptor.
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TESIS CON l
FALLA DE ORIGEN

)

RESULTADOS

1.1.- Demostrar la proporcionalidad de concentracion de nitritos Vs
absorbancia.

La reaccion de reduccion de nitratos producida por la enzima nitrato
reductasa, se pone de manifiesto por una reaccidon colorida en donde
reaccionan los reactivos con el nitrito producido de la reduccion. En la
grafica #1 se muestran los resultados de un curva patrén realizada con
volimenes crecientes de una concentracion conocida de nitritos, midiendo la

absorbancia de la intensidad del color producido.

GRAFICA #1
GRAFICA DE ABSORBANCIA Vs CONCENTRACION
CONOCIDA DE NITRITOS

CURVA PATRON

50 -
45 |
40 |
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25 |
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15 |

10

5 i

| 0 200 400 600 800 1000

HL de NITRITOS 0.05 p moles

ABSORBANCIA X 100
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1.2.- Se muestran los resultados obtenidos para la realizacion de la curva
patrén, con una concentracion de nitritos conocida (0.05u moles),
incrementando los volimenes para observar el comportamiento con
respecto ala absorbancia de esta manera comprobar la ley de Lambert-Beer.

TABLA #1

ABSORBANCIA
Vs VOLUMEN DE NO,
CURVA PATRON

CURVA PATRON
ul de NO, absorbancia
100 0.038
200 0.125
300 0.153
400 0.220
500 0.264
600 0.318
700 0.325
800 0.428
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1.3.-Estandarizacién del inéculo.

Partiendo de un antecedente en donde se maneja un indculo de
peso/volumen, de 1tmg/mL 2%, para realizar la “suspensién madre", se
realizaron los primeros ensayos con suspensiones de 1mg/mL de
M.tuberculosis, pero a volumenes crecientes para simular la duplicacion
bacteriana, y como sustrato nitrato de sodio a una concentracién constante, al
obtener los primeros resultados se observo que no era conveniente y se
ensayd con 2mg/mL y con 5mg/mL, en la tabla #2 se muestran los resultados
de estos ensayos.

TABLA #2
ENSAYOS REALIZADOS CON PESO / VOLUMEN DE
M.tuberculosis POR REDUCCION DE NITRATOS

peso/volumen mg masa bacilar de M. tuberculosis/ mL
Cantidades 1 2 5
crecientes de
suspensién
madre. ensayo
1 |2 | 3 l 4

mL. absorbancia
0.2 0.009 | 0.013 1 0.012 | 0.004 | 0.052 0125 -
0.4 0.037 { 0.020 | 0.025 | 0.012 { 0.147 0.122 -
0.8 0.041 | 0.028 | 0.034 | 0.054 | 0.461 0.127 .-
1.6 0.071 | 0.076 | 0.085 | 0.098 | 1.116 0.931
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1.4.-Estandarizacion del inoculo:

e La suspension bacteriana de M.tuberculosis de turbidez semejante
al tubo # 1de Mc Farland, contiene aproximadamente 3 X 107
bac/mL?, se realizaron repetidas lecturas de turbidez al tubo # 1 de
Mc Farland para obtener un rango de absorbancia a 580nm?’,
obteniéndose como resultado el siguiente rango de absorbancia:

(0.256 -0.302)
De esta manera la'suspension madre’” que se realizé entrd
dentro de este rango.

e Se ensayo con la suspensiéon de 2mg/mL, por ser la que contenia los
valores de absorbancia mas acorde con la curva patrén , pero al
realizar ia lectura de turbidez la absorbancia obtenida fue de:

(0.411 - 0.450)
Por resultado no entra en el rango de turbidez que corresponde al tubo #
1de McFarland.

e Se realizd tincidn de Ziehi — Neelsen:

Se observo con gran cantidad de agregados bacilares, por lo tanto no
era suficientemente disgregada ni homogénea.

e Se realizé la “suspensiéon madre” apoyandose en el Método de las
proporciones propuesto por Cannetti, Rist y Grosset®, siguiendo la
metodologia para preparar la “suspensién madre” y aprovechando
el rango obtenido del tubo #1 de Mc Farland se obtuvo una
suspensién con mejor grado de dispersion bacilar que permitio
tener ensayos reproducibles.

o Los tubos de medio Lowenstein-Jensen (L-J) se inocularon con
0.1 mL de la “suspension madre”, (3X10’ bac/mL) pero al tercer dia
de incubacion ya se presentaba una lectura de intensidad de color
muy alta: Por lo tanto no fue util para observar la cinética de
crecimiento paulatino de M.tuberculosis, se opto por hacer
dilucién 1:100 de la ‘“suspension madre” e inocular 0.1mL,
Obteniendo mejores resultados.
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2.-Demostrar la proporcionalidad directa entre absorbancia y produccién
de nitritos presentes como producto de la reducciéon de nitratos realizada
por M.tuberculosis.

Los resultados obtenidos de la media estadistica de 32 ensayos bajo las
mismas condiciones se presentan en la grafica #2, en donde se observa la
proporcionalidad directa que existe entre absorbancia y cantidad de
bacilos en volimenes crecientes, partiendo de una “suspension madre”
que teéricamente equivale a 3 X 10’ bac/mL?".

Cumpliendo de esta manera con la ley de Lambert-Beer, la cual nos dice:
“La absorbancia aumenta linealmente con la concentracion.

GRAFICA #2

GRAFICA ABSORBANCIA Vs CONCENTRACION
BACTERIANA
CURVA BASAL

30
25 |
20 |
15
10

o

ABSORBANCIA X 100

0 500 1000 1500

HL SUSPENSION BACTERIANA
(3X10 7" bac/mL)

O t i : e A |

2000

33




TESIS CON
FALLA DE ORIGEN |

3.-Determinar el tiempo éptimo de desarrollo de color en la reaccion de
nitritos.

Se evalud el tiempo transcurrido a partir de afadir los reactivos para el
desarrollo de color en un rango de 5 -60 minutos., por medio de la
absorbancia, en la grafica #3 se presentan los resultados obtenidos de 6
ensayos bajo las mismas condiciones.

GRAFICA #3

GRAFICA DE TIEMPOS OPTIMOS PARA EL DESARROLLO
DE COLOR EN LA REACCION NO;
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4.-Demostrar la viabilidad de M.tuberculosis, en los inéculos por
BACTEC 460.

En el BACTEC 460, que es el método radiométrico se evidencio la viabilidad
de los bacilos presentes en el inéculo por medio del incremento del indice de

crecimiento (1G).
GRAFICA #4

DEMOSTRACION DE LA VIABILIDAD DE M.tuberculosis POR METODO

RADIOMETRICO

GRAFICA DE DIAS Vs INDICE DE CRECIMIENTO (IG)
(BACTEC 460)
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5.-Establecer los tiempo optimos para manifestar el incremento de la
poblaciéon de M.tuberculosis, por medio de la reduccién de nitratos.

Se demostrd la posibilidad de valorar los cambios de poblacién por la
cantidad de nitritos obtenidos y en razon del tiempo de generacion de
M.tuberculosis que es de 18 a 24 horas, se inicio apartir del primer dia
hasta el dia 8 de incubacion, se inéculo 0.1mL de una dilucién 1:100 de la
“suspension madre”, incubando a 37°C, en la grafica # 5 se presentan los
resultados obtenidos de la media estadistica de 4 ensayos bajo las mismas
condiciones.

GRAFICA #5

TIEMPOS DE DESARROLLO DE M.tuberculosis EN MEDIO L-J
GRAFICA DE DIAS Vs ABSORBANCIA
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6.-Demostrar por reduccion de nitratos la cinética de crecimiento de
M.tuberculosis en Léwenstein-Jdensen.

6.1.1.-Cuenta viable:

Los resultados obtenidos por cuenta viable, técnica utilizada actualmente
para medir el control de calidad de medios de cultivo conocida también
como:'promocion del desarrollo”, lo cual nos manifiesta la idoneidad del
medio de cultivo para proporcionar los elementos requeridos para la
duplicacion de los bacilos, en la tablas #3 se presentan los resultados
obtenidos de la media estadistica de 5 repeticiones bajo las mismas
condiciones realizando 4 ensayos en cuenta viable.

Se representan tres diferentes diluciones en el cuadro #1 de acuerdo a la
estimacion teorica que le corresponde partiendo de una “suspensién madre”
que equivale a 3 X107

Cuadro # 1
Estimacion tedrica del indculo empleado
Dilucién bac/mL Inéculo
bac/0.2mL
0.2 X10™ | 600 120
1 X10™ |300 60
0.5 X10° | 150 30

Se realizdé el conteo de colonias apartir

quinta semana, realizando analisis de varianza de un factor.

de la tercera semana hasta la
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TABLAS #3
CUENTA VIABLE DE M.tuberculosis, 3%, 4° y 52 SEMANA

600 bac/mL 300 bac/mL

UFC/mL X10° UFC/mL X 10°%
3T rg 5% 32 o 5
semana |semana | semana semana | semana | semana
7.5 7 7 11.2 18.4 17.2
31.7 37.1 30.9 57.6 67.8 64.85
33 6.3 4.9 4.8 9.2 242
4.1 10.7 18.3 11 27 40
FcaL= 0.0951 FcaL= 1.104

150 bac/mL

UFC/mL X10°
32 42 52 N=12
semana | semana | semana a=5%
11.6 8.8 18 1- a= 0.95
85.2 253.6 156
i35 53 8 Freo,2 9,095= 4.26
4.6 6.6 14.8

Fca= 0.1653

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

Ho= No hay diferencia significativa en el incremento de UFC entre la 32, 42,
52 semana.
Ha=Si existe diferencia significativa en el incremento de UFC entre la 32, 42,
52 semana.
CONCLUSION ESTADISTICA: Se acepta Ho con una a=5%, por lo tanto no
existe diferencia significativa en el incremento de UFC entre la 32 semana,

42 semana, 52 semana.
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6.1.2.- Cuenta viable:

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

Los resuitados obtenidos de la media estadistica de 5 repeticiones bajo las

mismas condiciones realizando 4 ensayos, comparando cuenta viable de

M.tuberculosis, de la tercera semana contra quinta semana en las tres
diferentes concentraciones de bacterias, 600,300 y 150 bac/mL.

GRAFICAS #6
INCREMENTO EN CUENTA VIABLE
DE TERCERA A QUINTA SEMANA
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6.2.1.-Cinética de crecimiento de M.tuberculosis demostrada por
reduccion de nitratos en Léwenstein-Jensen (L-J).

Se describen los resultados obtenidos por medicion indirecta mediante la
reaccién de nitratos durantes los dias de incubacion, 5, 6,7 y 8.

Es medicién indirecta porque se valoré el incremento de la poblacién de
bacilos por la cantidad de nitritos generada por la actividad nitrato reductasa
de la bacteria en los tubos de L-J, inoculados con 0.1mL de una dilucién
1:100, de la "suspension madre” e incubando a 37°C, apartir del dia 5 de
incubacion, se realizé en el tubo de L-J Ia reaccién de reducciéon de nitratos,
al medir !a intensidad de color por absorbancia a 535nm?°, este valor se
interpolo en su correspondiente curva basal, para cambiar este valora
uL de “suspension madre”, que equivale a 3 X10’bac/mL, estimando asi
bac/mL en cada absorbancia obtenida que se muestra en la tabla #4.

A los resultados obtenidos en la tabla # 4 se les realizé analisis de varianza

de un factor, para poder comprobar estadisticamente si existe diferencia en
el incremento poblacional del dia 5 al dia 8.
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Cinética de crecimiento de M.tuberculosis demostrada por reduccién de

nitratos en Léwenstein-densen (L.-J).

TABLA #4

CRECIMIENTO DE M.tuberculosis EN MEDIO L-J MEDIDO
POR LA REDUCCION DE NITRATOS DEL DIiA

5ALDIA 8
Numero Dia 5 Dia 6 Dia7 Dia 8
ensayo | (bac/mL)X10°% | (bac/mL) X10° | (bac/mL) X10° | (bac/mL) X10°
1 54,236 66.104 85.79 180.12
2 53.547 38.622 126.99 177.128
3 49,302 39.382 70.5 141.33
4 52.54 45.77 78.624 136.855

ANALISIS DE VARIANZA DE UN FACTOR

N=16 a=5% 1-a=0.95
FcaL= 3.8504 Fteo.3, 130905= 3.41

Ho= No hay diferencia significativa en el incremento de bacterias del dia 5 al
dia 8.

Ha=Si existe diferencia significativa en el incremento de bacterias del dia 5
al dia 8

CONCLUSION ESTADISTICA: Se rechaza Ho con una a=5%, por lo tanto si
existe diferencia significativa en el incremento de bacterias del dia 5 al dia 8
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BAC/mLX106

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

6.2.2.-Representacion grafica de la Cinética de crecimiento de
M.tuberculosis demostrada por reduccién de nitratos en L&wenstein-
Jensen (L-J).

La reaccion enzimatica de reducciéon de nitratos en medio L-J, proporciona
de manera indirecta el incremento poblacional de M.tuberculosis, en la
grafica #7 se muestra el comportamiento de un rango de cuatro dias,
partiendo del dia 5 al 8, en 4 ensayos los cuales cada uno son la media
estadistica de 5 pruebas bajo las mismas condiciones.

GRAFICAS # 7

INCREMENTO EN LA REDUCCION DE NITRATOS POR
CULTIVOS DE M.tuberculosis EN L-J COMPARANDO
DESDE EL DIA 5 HASTA EL DIA 8.
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6.3.1.- Reduccion de nitratos en L-J:

Se describen los resultados obtenidos, por reduccién de nitratos en los dias
de incubacion 5 y 8 de 20 ensayos bajo las mismas condiciones en la tabla
#5, se comparan los incrementos de poblacién (bac/mLl) entre los dias 5y 8
correspondientes a la interpolacién de los valores de absorbancia de

nitritos, en la curva basal.

TABLA #5

INCREMENTO DE LA POBLACION DE M.tuberculosis

MEDIDO POR REDUCCION DE NITRATOS EN MEDIO L-J, DEL

DIA5YDIA 8
ENSAYO Dia 5 Dia8
(bac/mL.) (bac/mL)
X108 X108
ANALISIS DE VARIANZA DE UN
1 13.33 87.75
2 77.85 446.25 FACTOR
3 15.75 20.4
4 140.4 233.1 N=40 a=5% 1- a=0.95
5 23.85 113.1
6 18.08 23.49 FcaL=6.68 FtEO, 1, 40,0.954.08
7 86.26 398.85
8 12.136 18.3
9 130.87 3922 - : i
0 50.4 555 Ho= No hay diferencia significativa en el
11 16.23 29.7 incremento de bacterias entre dia 5 y el dia8.
: g 72%.883 325 4?;1555 Ha=Si existe diferencia significativa en el
14 108.9 207 incremento de bacterias entre el dia 5 el dia 8.
15 18.75 85.95 - . .
16 15.70 80.145 | CONCLUSION ESTADISTICA: Se rechaza Ho
17 81 429.88 | con una a=5%, por lo tanto si existe diferencia
18 16 15.75 ) ]
19 112.26 29.1 significativa en el incremento de bacterias entre
20 37.54 1294 | ¢|dia 5yeldia 8.
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6.3.2.- Reduccién de nitratos en L-J.

Los resultados obtenidos por reduccidon de nitratos en medio L-J, en los dias
de incubaciéon 5 y 8 que se presentan en la grafica #8, son 20 repeticiones
bajo las mismas condiciones, agrupados en 5 bloques (valores promedio de
ensayos) que representan la media estadistica de 4 ensayos, de los cuales
se obtuvo |la absorbancia y se interpolo en su curva basal correspondiente
para obtener las unidades de bac/mL.

GRAFICA #8
COMPARACION DE LA REDUCCION DE NITRATOS DE LOS
CULTIVOS DE M.tuberculosis EN L-J A LOS DIAS 5 Y 8.
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7.1.-Cuenta viable Vs reducciéon de nitratos en medio L-J.
Se presentan los resultados obtenidos en 20 ensayos bajo las mismas
condiciones, realizado paralelamente cuenta viable y reduccion de nitratos
en L-J,a partir de la misma “suspensién madre”.
Se muestran en la tabla #6 los resultados resumidos de cuenta viable
expresados relacion entre el nimero de colonias de 32y 52 semana (RNC),
este valor corresponde al cociente del numero de colonias de 32 /52 esta
proporcién valora la tercera semana con respecto a la quinta, por lo tanto un
valor = 0.8, se considera un lote de medio de cultivo aceptable.
Los resultados de reduccidén de nitratos en L-J expresados en incremento
poblacional (L.P), es un valor que se obtiene de dividir el numero bac/mL
obtenido por reduccién de nitratos en L-J del dia 8 entre el dia 5, esta razén
me indica cuantas veces aumento la poblacion de bacilos.

TABLA #6

COMPARACION DE CUENTA VIABLE (I.C) Y REDUCCION DE

ENSAYO | 8/5 DIAS P 3/5 rnG | NITRATOS EN
SEMANA _

1 87.75/13.33 | 6.58 4/4 1 L-J (1P)

2 446.25/77.85 | 5.73 | 2/2 1

3 429.88/81 53 10/9 1.1

4 80.145/15.70 | 51 171 1

5 113.1/23.85 | 4.7 212 1

6 359.55/76.83 | 4.6 5/5 1

7 398.85/86.26 | 4.6 5/5 1

8 85.95/18.75 | 4.58 174 1

9 129.4/37.54 | 3.44 | 3/3 1

10 392.2/130.87 | 2.99 171 1

11 52.8/20.4 258 | 0/40 0

12 207/108.9 19 0/16 0

13 29.7/16.23 18 3/3 1

14 233.1/140.4 | 1.6 2/11 0.18

15 18.3/12.136 | 1.5 0/0 0

16 20.4/15.75 129 | 3/4 0.75

17 23.49/18.08 | 1.2 0/10 0

18 15.75/16 0.98 | 0/0 0

19 24.45/258 |0.94 |0/10 0

20 29.1/112.26 |0.258 | 1/5 0.2
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7.2.- Comparacién de la técnica de cuenta viable contra la técnica de

reduccion de nitratos en L-J.

Para obtener la sensibilidad y especificidad de la técnica a probar se

muestra en el cuadro #2 las formulas empleadas, que en este caso es

reduccion de nitratos en L-J, los resultados obtenidos de 20 ensayos bajo

las mismas condiciones se agruparon en rangos de (1.P), se describen en la
tabla #7.

TABLA #7

SENSIBILIDAD Y ESPECIFICIDAD DE LA REDUCCION DE
NITRATOS PARA VALORAR EL DESARROLLO DE
M.tuberculosis EN LOS CULTIVOS DE L-J.

RANGO DE I.P | SENSIBILIDAD | ESPECIFICIDAD
% %

T1-7 700 33

217 90 88

317 82 100
72 100

36 100
61-7 S 100

B :"~:7-:‘j:,‘,'.C"lV.|édro #2

--Férmulas matematicas empleadas

Estandar de oro

Sensibilidad: _a X100

|I.N p positivos negativos arc
U.-r | positivos | Verdaderos | falsos iimidad:
E u Positivos(a) | positivos(b) Especnﬁc:dad._____bi dX100
1 V. e | negativos | Falsos Verdaderos
A-b negativos(c) | Negativos(d)

a
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7.3.- Obtencién del valor de corte de la técnica de reduccién de nitratos.

Los valores de sensibilidad y especificidad obtenidos se utilizaron para

construir una curva de caracteristicas operativas para el receptor (COR), el

“‘estandar de oro" se consideré el valor de RNC < 0.8 obtenido en cuenta

viable, para obtener el valor de corte de la técnica de reduccion de nitratos,

el mejor punto de corte es aquel que se ubica en el dngulo superior

izquierdo en donde la especificidad y la sensibilidad sean aitas.

GRAFICA #9

CURVA DE CARACTERISTICAS OPERATIVAS PARA EL
RECEPTOR (COR), EN LA COMPARACION DEL ESTANDAR
DE ORO QUE ES DE CUENTA VIABLE Vs TECNICA DE
REDUCCION DE NITRATOS EN MEDIO L-J.
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DISCUSION

La realizacién de este trabajo se fundamento en la ley de Lambert-Beer y en
la reaccién enzimatica de la nitrato reductasa que reduce el nitrato a nitrito,
en donde el nitrito se puede detectar mediante una reaccion colorida y medir
en espectréfotémetro la intensidad del color, el cual basandonos en la ley
de Lambert-Beer que nos indica que la “absorbancia aumenta linealmente
con la concentracion”, asumimos de manera indirecta la informacién de la
cantidad de bacterias presentes por su manifiesto metabdlico por lo tanto,
conociendo las caracteristicas de M.tuberculosis la cual tiene la capacidad
de reducir nitratos, indirectamente nos proporciona informacion acerca de la
viabilidad y cinética de crecimiento de M.tuberculosis, de esta manera
podemos estimar la eficiencia del medio por la recuperacién de bacterias.

1.-Los primeros resultados obtenidos, son de una grafica en donde se utiliza
una concentracion conocida de nitritos (0.05 M moles), en volumenes
crecientes para poder probar la proporcionalidad directa entre la
absorbancia y la intensidad de color de los nitritos, esto se demuestra en la
grafica #1 y en la tabla #1, en donde se observa esta proporcionalidad que
existe, comprobando de esta manera la ley de Lambert-Beer, estos
resultados también se utilizaron para los primeros intentos de
estandarizacion del indculo.

Se muestran en la tabla #2 los resultados probando esta concentracién de
peso / volumen de 1mg/mL, presentaron desventajas importantes de no
contar con peso seco, por que se parte de una cepa joven de tercera
semana, la otra desventaja es la dificultad para homogeneizar esta
suspension, en consecuencia los valores de absorbancia obtenidos eran
muy bajos del orden de (0.0013 -0.08), en tanto que la absorbancia en la
curva patrén oscila entre (0.038-0.428), y en los resultados era evidente la
mala homogeneidad de la suspension, para obtener lecturas mayores se
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trabajé con 2mg/mL y 5mg/mL ,en donde al obtener valores mas cercanos
a la absorbancia de la curva patréon en la suspensiéon de 2mg /mL.

Para disponer de una comparacién objetiva de la turbidez en la suspension,
fue satisfactorio evaluar la turbidez del tubo #1 de Mc Farland en el
espectrofotometro a 535nm obteniendo un rango, que proporcioné Ia
confianza de repetir la suspensién lo mas semejante posible en cada
ensayo.

Al medir la turbidez de la suspension de 2mg/mL esta se encontré fuera del
rango, y con mala dispersién observando esto con la tincién de Ziehl —
Neelsen: gran cantidad de agregados bacilares, por lo tanto se suprimid.

Se realizd6 la “suspension madre” basandose en el Método de las
proporciones propuesto por Cannetti Rist y Grosset’, siguiendo la
metodologia para preparar la "suspensiéon madre” y aprovechando el rango
obtenido del tubo #1 de Mc Farland se obtuvo una suspensién con mejor
grado de dispersion bacilar que permitié tener ensayos reproducibles,
logrando de esta manera mayor dispersién bacilar y reproducibilidad en la
realizacion de la "suspensiéon madre”, esto fue muy fundamental por que
todos los ensayos dependen de la “suspensiéon madre” debido a que es.el
punto de partida.

El tubo #1 de Mc Farland tedricamente corresponde a 3 X 10 & bac /mL",
para las micobacterias se estima que el tubo #1 de Mc Farland
corresponde a 3 X 10 7 bac /mL?", por la gran cantidad de lipidos que
contienen.

Los tubos de medio Lowenstein-Jensen (L-J) se inocularon con 0.1 mL
de la “suspension madre”, pero el inéculo era muy grande lo cual
imposibilitd observar la progresion paulatina de reduccién de nitratos en el
cultivo en L-J, por que desarrolla color intenso desde el tercer dia.
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" Se opté como adecuado hacer dilucion 1:100 de la “suspension madre” e
inocular 0. 1mL Obteniendo mejor resuitado por que hubo un incremento en
el paso de los dias.

2.-La duplicacion de los bacilos esperada en el medio L-J se representd
con la realizacién de la “curva basal” que es el ensayo de cantidades
crecientes de la “suspension madre” a fin de simular el desarrollo de la
poblacion bacilar en aproximadamente 4 generaciones (1 generacién es
de 18-24 horas).

Efectivamente se observa un desarrolio de color proporcional a la cantidad
de bacilos utilizados; pero esta progresién de la poblacion corresponderia
a la fase de crecimiento logaritmico en la que se observa el efecto
enzimatico de una mayor poblacién de M.tuberculosis y naturaimente es
la fase que nos daria mayor informacién de la aptitud del medio de cultivo
para la duplicacion de los bacilos, se muestran estos resultados en la
grafica #2 en donde se prueba que cumple con la proporcionalidad directa,
por que la absorbancia aumenta linealmente a la concentracién en la
prueba del desarrolio de M.tuberculosis en el medio de L-J.

3.-No existe informacién en la bibliografia que se refiera al tiempo de
lectura de la reaccion de desarrollo de color; ademas se observé que el
color es inestable con el paso del tiempo esto encamind a determinar el
tiempo optimo, realizando ensayos después de adicionados los reactivos,
para el desarrolio de color encontrando que a los 15 minutos los resultados
eran reproducibles.

4.- Es preciso recordar que la “suspension madre” se evalué por turbidez
misma que puede ser debida ademas de la concentracién de los bacilos
por particulas del medio de cultivo; se demostré la viabilidad del inéculo
de M.tuberculosis, por método radiométrico, en el BACTEC 460,
evidenciando la viabilidad del inéculo por incremento de indice de
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crecimiento (1.G) el aumento de CO , producido por ia poblacién
bacteriana.

6.- La demostracion del crecimiento bacteriano de M.tuberculosis como
manifestacién de la aptitud del medio de cultivo L-J fue valorada por el
desarrollo de color de los nitritos producidos por una poblacién creciente
de bacilos apartir de un inéculo de 0.1 mL de la diluciéon 1: 100 de la
“suspensién madre” , se hicieron lecturas de absorbancia en los dias de
incubacién 1 hasta el 8, se observd que la fase de adaptacion se ubica en
los dias 1 al 5, donde la poblacion se mantiene bastante baja.

A partir del quinto dia si se observa la fase de crecimiento logaritmico que
es la que nos demuestra el incremento franco de poblacién siendo este
intervalo el seleccionado para las proximas valoraciones.

6.-El control de calidad que se refiere en documentos oficiales como la
“nota técnica # 27" de la OPS/OMS*?, esta basada en cuenta viable que
para M.tuberculosis, tiene los inconvenientes de la dificuitad de obtener
suspensiones homogéneas y estables y los tiempos amplios de incubacién
de ahi que la metodologia de drogosensibilidad que se basa en cuenta
viable requiere de personal con un alto grado de entrenamiento que
solamente se adquiere y mantiene con la practica constante de la ejecucion
de la técnica.

Se realizd cada semana cuenta viable de M.tuberculosis, de los valores
obtenidos se efectué el andlisis estadistico, como resultado no hay
diferencia significativa entre la 32, 42y 52 semana , esto quiere decir que
se obtuvo un numero de colonias que corresponde cuando menos al 80%
de las encontradas en la 52 semana, este valor demuestra la capacidad del
medio que permite a ios bacilos tener tiempos de adaptaciéon mas cortos.
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Establecidas ya las condiciones idéneos, para realizar la cinética de
crecimiento de M.tuberculosis por reduccion de nitratos, se realizaron 20
ensayos de los que se resumen, en la tabla #4 y grafica #7, observandose
una diferencia importante de poblacion entre las lecturas de los dias 5y 8
como ya habia sido demostrada en la curva tiempos de desarrollo de
M.tuberculosis en medio L-J (grafica de dias Vs absorbancia), de tal
manera que estos dos puntos son Utiles para demostrar el incremento de
poblacion de bacilos que acredita el uso de la reduccién de nitratos con el fin
de valorar la capacidad del medio L-J para favorecer la duplicacién
bacteriana, hasta el dia octavo con un ahorro significativo de tiempo ya
que la cuenta viable requiere de 5 semanas.

Se realizé analisis estadistico por medio de analisis de varianza de un
factor, obteniendo como conclusiéon estadistica que existe diferencia
significativa del dia 5 al dia 8 lo que comprueba que si excite un
incremento poblacional.

Comparando el incremento poblacional del dia 5 y el dia 8, es mas
evidente la duplicacién, esto se comprueba por que incremento el nimero
de bacilos capaces de producir nitritos del dia 5 al dia 8, lo que
indirectamente pone de manifiesto la habilidad del medio para
proporcionar los elementos necesarios para |la duplicaciéon de la bacteria,
en la tabla #5 se muestra claramente estas diferencias, comprobada
también por el analisis estadistico, analisis de varianza de un factor,
obteniendo como conclusidn estadistica que existe diferencia significativa
entre el dia 5 y el dia 8, asi la evaluacién del medio de cultivo en tiempos
mas cortos nos proporciona la ventaja de conocer la calidad del medio
antes que concluya el periodo de caducidad.

La validacion de una nueva prueba requiere demostrar la eficiencia
cotejandose con el estandar de oro, en la tabla #6 se cotejan incremento de
poblacién contra relacion entre el nimero de colonias de 32 y 52 semana
(RNC).
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En este trabajo el estandar de oro es cuenta viable con los valores de
RNC =z 0.8 considerando el valor de 0.8 como indice de aceptacion, en
tanto que los valores |.P son las cifras de reduccion de nitratos que
indirectamente indican las veces que se incremento la poblacién.

Demostrando de igual manera por dos técnicas que los medios de cultivo
son utiles para el desarroilo de los bacilos y por lo tanto el incremento de
la poblacién.

Las dos técnicas cuenta viable y reducciéon de nitratos son utiles para
valorar la calidad del medio de cultivo por el incremento de la poblacién
de bacilos.

Para realizar esta comparacién se dispuso de los resultados de 20
ensayos, realizados paralelamente, cuenta viable y reduccién de nitratos,
con los valores |.P obtenidos se agrupan en seis rangos mismos que
correspondian a 2 0.8 de RNC que es en cuenta viable el que
corresponde al valor de aceptacién; de esta manera se determind la
especificidad y sensibilidad de la técnica de reduccidon de nitratos y en
base a estos valores se construyd la curva de Caracteristicas operativas
para e! Receptor (COR), en donde el punto de corte de |.P por reduccién
de nitratos corresponde a 2 2.1 ( sensibilidad 90%, especificidad 88%).

Obteniendo el valor de corte para I.P en reduccién de nitratos, esta
disponible el ensayo enzimatico de reduccion de nitratos para valorar el
desarrollo de M.tuberculosis en medio L-J.
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CONCLUSIONES

El tamarfo éptimo del indculo obtenido permitié evaluar la cinética de
crecimiento de M.tuberculosis, observandose los cambios de
poblacién bacilar paulatinamente.

La concentracion de nitritos producto de la actividad enzimatica de
M.tuberculosis, es directamente proporcional a la absorbancia.

En la reaccién de desarrollo de color se observé una estabilidad a los
15 minutos de agregados los reactivos para el desarrollo de color.

La evaluacion de viabilidad de los bacilos por BACTEC 460 es dtil
para estandarizacién del indculo de M.tuberculosis.

La manifestacion franca del incremento de la poblacion de
M.tuberculosis, se obtuvo al octavo dia de incubacion.

Se demostré la cinética de crecimiento de M.tuberculosis en L-J
seguida por reduccion de nitratos, observandose que reduce
significativamente el tiempo de obtencidon de resultados con respecto
al tiempo en cuenta viable, de tres semanas a una semana con la
técnica de reduccién de nitratos.

La técnica de reduccion de nitratos en medio L-J es una técnica que
presenta una sensibilidad de 90% y una especificidad 88%,
apropiada, con respecto al estandar de oro que es la cuenta viable y
un valor de corte de I.P 2 2.1.
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RECOMENDACION

Realizar un mayor nimero de ensayos para validar con un amplio respaido
estadistico una prueba que permite tener resultados oportunos.

Utilizar esta prueba para conocer la calidad del medio antes que concluya el

periodo de caducidad.

Relacionar la reducciéon de nitratos con el porcentaje de aislamiento de
M.tuberculosis, en muestras clinicas.
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ANEXO 1:

METODO DE LAS PROPORCIONES PROPUESTO POR

5.

CANNETTI, RIST Y GROSSET?®

PREPARACION DE LA SUSPENCION

. Tomar con el asa metalica el mayor numero posible de las

colonias desarrolladas en el tubo de cultivo de la cepa en
estudio y colocarlas en el matraz con perlas de vidrio, al
que previamente se han adicionado 5 gotas de agua
destilada estéril.

Agitar el frasco manualmente durante uno a dos minutos
y agregar aproximadamente 4 mL de agua destilada
estéril.

Agitar el tubo para homogeneizar y dejar sedimentar de
30 a 60 segundos.

con una pipeta Pasteur retirar la parte homogénea y
colocarla en el tubo destinado a preparar la suspension
conforme al patron, para lo cual se va agregando agua
destilada y agitando, hasta que su opacidad se ajuste a la
del patron Mac Farland #1 esta es la llamada “suspension
madre”,

A partir de la suspensién madre se prepara seis nuevas
suspensiones en escala decimal, utilizando los seis tubos
con 9 mL de agua destilada estéril rotulados de 10" a
10 y las siete pipetas de 1 mL graduada en centésimas.
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6. Las suspensiones decimales se hacen tomando 1ml de la
suspension madre y mezclandolo con los 9 mL de agua
destilada del primer tubo es decir el rotulado 107"

7. Agitar hasta obtener una suspension homogénea y con
una nueva pipeta estérii, tomar 1 mL de Ia suspensién
10" y afiadirlo a los 9 mL de agua destilada del tubo 102,
en la misma forma de antes. Se continia asf
sucesivamente hasta preparar las seis diluciones.

8. Hay que insistir que para la fidelidad de la prueba es
fundamental que se use una pipeta para cada dilucién,
que los 9 mL de agua destilada sean medidos
exactamente y que se transfieran exactamente 1 mL de
suspension de un tubo a otro.

9. No es aconsejable utilizar procedimientos diferentes a los
indicados, por que si bien puede significar economia de
tiempo o de material, disminuye considerablemente la
exactitud de las suspensiones decimales.
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ANEXO 2:

REDUCCION DE NITRATOS METODO SHOWE Y DEMOSS®

1. Colocar de 3 a 4 gotas de agua destilada en tubos
16X125mm con tapa de rosca.

2. Introducir un asa bien cargada de bacilos en cada tubo y
homogeneizar bien.
3. Agregar 1 mL del sustrato. Agitar e incubar a 37°C durante

2 horas.

4. Agregar 1 gota de HCI concentrado y agitar con la mano.
5. Adicionar dos gotas de sulfanilamida al 0.2%.

6. Afadir dos gotas de clorhidrato de n-naftilendiamina al
0.1%
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ANEXO 3:

CURVAS DE CARACTERISTICAS OPERATIVAS PARA EL
RECEPTOR (COR)%®' 2%

En general hay concesiones entre la sensibilidad y la especificidad de una
prueba diagnédstica. Obviamente, es deseable tener una prueba que sea a la
vez muy sensible y muy especifica. Lamentablemente, con frecuencia esto
es imposible.

Se requiere establecer compromisos entre la sensibilidad y 1a especificidad
cuando los datos clinicos se esparcen en un intervalo de valores. En esas
situaciones, la localizacion de un “punto de corte”, un punto en un continuo
entre lo normal y lo anormal, es una decision arbitraria.

Como consecuencia para cualquier resultado de una prueba dada,
expresada en una escala de intervalo, una caracteristica (p. Ej. La
sensibilidad) sélo puede ser aumentada a expensas de otra (especificidad).

Otra forma de definir el punto de corte es utilizar curvas de caracteristicas
operativas para el receptor (COR). Originalmente usadas en electrénica, las
curvas COR son una forma de representar graficamente los compromisos
inherentes a la mejora de la especificidad y la sensibilidad de una prueba, el
investigador selecciona varios puntos de corte y determina la sensibilidad y
la especificidad en cada un de ellos.

Una prueba ideal se sitia en el anguio superior izquierdo de la grafica
(sensibilidad y especificidad del 100%). Una prueba sin ningun valor sigue
la diagonal que va del angulo inferior izquierdo ai superior derecho: cada
incremento de |a sensibilidad se asocia a una pérdida de igual magnitud de
especificidad.




A continuacion se representa graficamente la sensibilidad en funcion de la
expresion [1- especificidad]. A esta Ultima a veces se le denomina tasa de
falsos positivos.
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La mayoria de las curvas COR presentan un segmento de gran pendiente,
en el cual la sensibilidad aumenta mucho mientras que la tasa de falsos
positivos practicamente no varia.

No tiene mucho sentido elegir el punto de corte en esta zona, puesto que el
desplazamiento hacia arriba por la curva aumentara la sensibilidad sin
reducirse sustancialmente la especificidad. De forma similar tampoco es
aconsejable seleccionar el punto de corte en la zona plana de la curva, ya
que la sensibilidad se mantiene practicamente inalterada mientras que la
tasa de falsos positivos aumenta. Por lo general el mejor punto de corte se
sitta en la zona donde la curva COR “tuerce la esquina” .Una ventaja muy
importante de las curvas COR es que puede compararse las
correspondientes a distintas pruebas diagnodsticas: cuanto mejor sea la
curva mas se acercara su curva al angulo superior izquierdo.
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GLOSARIO Y ABREVIATURAS

ATCC: American Type Culture Collection.

BCG: bacilo de una cepa virulenta de M.tuberculosis var.bovis atenuada
por cultivos repetidos en un medio que contiene bilis.

Calidad: Realizar el procedimiento correcto, hacerlo bien y satisfacer al
cliente.

Crecimiento: Proliferacion de células en un cultivo bacteriano.

Control de calidad: Son las técnicas operativas y actividades necesarias
para cumplir con los requisitos de calidad y concierne el monitoreo, diario
de los procedimientos realizados en le laboratorio.

Cultivo: Propagacion de microorganismos u otras células vivas en medios
que permiten y favorecen su desarrolio.

Endémico: Relativo a ciertas; region o tipo de personas; se aplica a una
enfermedad que se, presenta mas o menos constantemente en cualquier
localidad.

Epidemia: Brote extenso, o periodo de frecuencia excepcionalmente alta de
una enfermedad, en una comunidad o area.

Garantia de calidad: Debe existir un programa planteado y sistematico de

monitoreo y evaluacion de los servicios de laboratorio para resolver
problemas que se presenten y son identificados.
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I.P: es un valor que se obtiene de dividir el nimero bac/mL obtenido por
reduccion de nitratos en L-J del dia 8 entre el dia 5, esta razén me indica
cuantas veces aumento la poblacién de bacilos.

L-J: Léwenstein-Jensen.

Morbilidad: Relacion entre el numero de individuos enfermos y la poblacion

total de una comunidad.

Pandemia: epidemia muy extendida o que afecta a la mayoria de los

habitantes de una regién.

RNC: es un valor que corresponde al cociente del namero de colonias de 32
/52 esta proporcion valora la tercera semana con respecto a la quinta, por lo
tanto un valor = 0.8, se considera un lote de medio de cultivo aceptable.

Suspension madre: suspension ajustada al tubo #1 de Mac Farland.

Viable: Microorganismo que tiene la capacidad de crecer y multiplicarse.
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